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Forord 
Denne oppgaven er utført ved Avdeling for farmasøytisk biovitenskap og Avdeling for 
farmasøytisk kjemi, faggruppe for farmakognosi under veiledning av Anne Berit 
Samuelsen, Rigmor Solberg og Harald Thidemann Johansen. Oppgaven ble påbegynt i 
januar 2010 og avsluttet i oktober 2010. 
Jeg vil først takke mine veiledere for god faglig veiledning og moralsk støtte gjennom 
masteroppgaven. Det har alltid vært høy takhøyde for å komme med spørsmål og selv 
hvor gode eller dumme spørsmålene var, svarte dere etter beste evne og ga meg gode 
tips om hvordan jeg kunne finne ut mer.  
Jeg vil også takke Åse-Karine Fjeldheim for topp labopplæring. Selv om ting gikk galt 
i blant, hjalp du meg med å holde motet oppe med galgenhumor og godt humør. De 
andre ingeniørene ved Avdeling for farmasøytisk biovitenskap fortjener også takk for 
god hjelp ved spørsmål om lab og ved tekniske problemer. 
Hele fjerde etasje fortjener en stor takk for å være et utrolig godt arbeidsmiljø. Godt 
humør, vennlighet og hjelpsomhet er en fellesnevner for dere alle. 
I tillegg vil jeg takke dere jeg delte kontorplass med. Vi ble alle godt kjent og belemret 
med den samme tvilsomme og nerdete humoren, noe som kunne redde enhver 
frustrerende labdag som gikk i vasken. 
Ellers vil jeg takke familie og venner som holdt ut med meg i denne perioden med 
tidvis stor grad av asosial oppførsel, frustrasjon og en ellers ensporet tankegang.  
 
Gamlebyen, 10 oktober 2010 
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Forkortelser 
Forkortelse Forklaring 
APMA 4-aminofenylkvikksølvacetat 
APS Ammoniumpersulfat 
BRIJ 35 Polyoksyetylen-23-lauryleter 
CHAPS 3-[(3- kolamidopropyl)dimetylammonio]-1-
propansulfona 
D-enhet (karrageenan) -D-galaktopyranosyl 
DA-enhet (karrageenan) 3,6-anhydro--D-galaktopyranosyl 
DMSO Dimetylsulfoksid 
DTT Ditiotretiol 
EDTA etylendiamintetraeddiksyre dinatriumsalt 
FBS Føtalt bovint serum 
G-enheter (alginat) α-L-guluronsyre 
G-enhet (karrageenan) -D-galaktopyranosyl 
GAG Glykosaminoglykan 
GalpA -D-galakturonsyre 
HG homogalakturonan 
LDL Low density lipoprotein 
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M-enhet (alginat) β-D-mannuronsyre 
M-celler Mikrofoldceller 
MMP-2 Matriks metalloprotease-2 
PBS Fosfatbufret saltvann 
PMA 12-O-tetradekanoylforbol-13-acetat 
RG-I Rhamnogalakturonan-I 
RG-II Rhamnogalakturonan-II 
Rhap Rhamnosyl 
SDS Natriumlaurylsulfat 
T-TBS  Tris-tween-bufret saltvannsløsning 
TEMED Tetrametyletylendiamin 
TNF- Tumornekrosefaktor- 
V-ATPase Vakuolær ATPase 
Z-Ala-Ala-Asn-NMec   Benzyloksykarbonyl-alanin-alanin-asparagin-7-
amino-4-metylkumarin 
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Sammendrag 
Bakgrunn: Tykktarms- og endetarmskreft er en av de mest hyppig forekommende 
kreftformene i den vestlige verden. Dette er en heterogen sykdom som kan komme av 
både genetiske faktorer og miljøfaktorer. Sykdommen er assosiert med kosthold, og da 
særlig med inntak av kostfiber og fettrik mat. Studier tyder på at et kosthold med mye 
fett og rødt kjøtt er negativt, mens det å øke inntaket av kostfiber har vist varierende 
resultater. I denne oppgaven ble det undersøkt om aktiviteten til de proteolytiske 
enzymene legumain og MMP-2, som er assosiert med kreftpatogenese, påvirkes av 
kostfiber.  
Metoder: I denne oppgaven ble det både utført forsøk in vivo og in vitro. I 
celleforsøkene ble cellelinjene THP-1 og HCT116 brukt. THP-1 cellene ble tilsatt 
kostfiber og TNF- eller PMA, som er kjent for å stimulere monocytter til å 
differensiere til makrofager. HCT116-cellene ble tilsatt kostfiber og/eller pro-MMP-2. 
Pro-MMP-2 ble tilsatt for å undersøke om cellene hadde evne til å ta opp enzymet fra 
mediet. Det ble brukt legumainassay for å måle legumainaktivitet i prøver med renset 
bovint legumain, prolegumain i kondisjonert medium fra LGMN-transfekterte HEK 
293 celler med høyt innhold av prolegumain eller cellelysater fra THP-1- og HCT116-
celler. Forholdet mellom prolegumain og aktivt legumain ble bestemt ved hjelp av 
Western blotting. Forsøk med MMP-2 ble analysert ved hjelp av zymografi. 
Resultater: In vitro-forsøkene ga flere resultater som tyder på at kostfiber kan påvirke 
proteolytiske enzymer. Blant annet lambda-karrageenan og Na
+
-alginat viste en 
moderat redusert legumainaktivitet ved tilsetting til renset bovint legumain. Det ble 
vist at kostfiber kan både gi økende- og reduserende effekt på cystatin E/M-hemming 
av legumain, der beta-(1,3)/(1,4)-glukan fra bygg ga størst hemming av legumain mens 
lambda-karrageenan fra Chondrus cripus ga den største reduksjonen i hemmng av 
legumain. De ulike forsøkene viste at kostfiber hadde størst innvirkning på 
autoaktiveringen av prolegumain, der enkelte kostfibre som rent polyM-alginat og 
lavforestret prosessert pektin førte til rundt en tidobling av legumainaktiviteten. Flere 
kostfiber ga en redusert autoaktivering, og dermed også en redusert legumainaktivitet. 
In vivo-forsøkene viste ingen resultater som tyder på at kostfiber kan føre til 
intracellulær påvirkning.  
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Konklusjon: Det mest tydelige resultatet ses ved autoaktivering av prolegumain, og 
det er antakeligvis i denne prosessen kostfiber kan påvirke enzymers proteolytiske 
aktivitet. Samtidig er det vanskelig å få til in vivo- og celleforsøk som bekrefter dette, 
da autoaktivering skjer ved pH 4-5,8.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Introduksjon 10 
1. Introduksjon 
1.1 Tykktarms- og endetarmskreft 
Tykktarms- og endetarmskreft er en av mest utbredte kreftformer i de industrialiserte 
land med ca. 650 000 nye tilfeller årlig. I Norge er det den mest utbredte kreftformen 
med ca 3500 nye tilfeller hvert år. Det har vært en svært rask økning i insidens siste 50 
årene, men det tyder nå på at denne økningen i insidens flater ut [1]. Det kan være 
mange årsaker til utvikling av tykktarms- og endetarmskreft, som er en heterogen 
sykdom der det tyder på at både genetikk og miljøeksponering spiller inn. Genetiske 
endringer gjør det mulig å bruke biomarkører for å identifisere hvilken krefttype som 
skal behandles og videre finne passende behandling [2]. Tykktarms- og endetarmskreft 
er forbundet med utvikling av polypper i tarm, og insidensen for polypper er så å si lik 
insidensen for tykktarms- og endetarmskreft [3]. Polypper og tumorer forekommer på 
samme sted i tarmen, og faren for kreft øker med polyppstørrelse [4]. Rester av 
polypper blir ofte funnet ved tumorer, noe som tyder på at kreften starter i polyppene 
som etter hvert ødelegges av tumorveksten [5]. Omtrent alle pasienter med familiær 
adenomatøs polypose utvikler kreft om ikke kirurgi foretas [3].  
Kosthold, fedme og sedat livsstil er ofte assosiert med tykktarms- og endetarmskreft. 
Flere studier har vært gjort på sammenhengen mellom kosthold og tykktarms- og 
endetarmskreft, men resultatene er svært varierende. Det antas at høyt inntak av 
kostfiber kan gi en preventiv effekt, mens et høyt inntak av rødt kjøtt og fett kan øke 
sjansen for å utvikle tykktarms- og endetarmskreft [1]. Studier viser også at 
aldersgruppen som ble født under krigen har lavere insidens av tykktarms- og 
endetarmskreft, noe som kan komme av matrestriksjonene som ga et lavere 
energiopptak [6]. Dette kan føre til redusert vekst og et redusert antall stamceller, noe 
som er knyttet til en hypotese om at et redusert antall stamceller vil gi en redusert 
sjanse for malign celledeling [7].  
Vakuolær H
+
-ATPase (V-ATPase) og integriner har viktige roller i kreftcellers 
malignisitet. V-ATPaser er ATP-avhengige H
+
-pumper som normalt sitter i 
membranen til intracellulære organeller som lysosomer. Disse pumper H
+
-ioner inn i 
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organeller og ut fra cytoplasma, og er dermed avgjørende for pH-gradienten mellom 
organellene og cytoplasma [8, 9]. Kreftceller har en svært høy energiomsetning noe 
som fører til anaerob glukosemetabolisme og en høy produksjon av melkesyre og     
H
+
-ioner, noe som fører til lav intracellulær pH. Ved malignisitet vil denne 
protonpumpen også kunne finnes i cellemembranen, noe som er viktig for å unngå 
aktivering av en syrekatalysert intracellulær lysiskaskade som leder til celledød [8]. 
Cellens overlevelse avhenger av intracellulær pH holdes stabil ved at H
+
-ioner pumpes 
ut av cellene, noe som igjen fører til sure mikrodomener rundt tumorene. Disse sure 
mikrodomenene kan videre føre til aktivering av proteaser, noe som kan medføre 
nedbrytning av ekstracellulær matriks [10]. Dette er en sterkt medvirkende faktor til 
invasiv vekst og angiogenese, noe som er svært viktig for tumorvekst og metastasering 
[11]. V-ATPaser er også forbundet med resistens mot kjemoterapi. Dette kan komme 
av at sure mikrodomener rundt tumorene fører til redusert opptak og nøytralisering av 
svakt basiske legemidler, eller at legemidlene kan tas opp i lysosomale vesikler og 
dermed forhindre antineoplastisk effekt [12, 13]. Integriner er adhesjonsmolekyler som 
er involvert i interaksjoner mellom celler og mellom celler og ekstracellulær matriks 
[14]. På grunn av interagerende egenskaper er disse proteinene viktige for tumorvekst 
og metastasering. Det er også interaksjon mellom V-ATPase og integriner. I 
celleforsøk med tykktarmskreftcellelinjer har integrinet 5 vist å bli kraftig påvirket 
av V-ATPaseinhibitorer. Dette førte til at integrinet polariserte seg i deler i 
cellemembranen i stedet for å være vidt distribuert over hele cellemembranen, noe som 
videre førte til at celler løsnet og gikk inn i anoikismediert celledød [11]. 
Anoikismediert celledød er en programmert celledød som forekommer når celler som 
er avhengige av å være forankret til ekstracellulær matriks løsner [15]. 
1.2 Proteaser 
1.2.1 Proteaser og proteolyse 
Proteolyse er en prosess der proteolytiske enzymer, proteaser, spalter peptider ved 
nukleofilt angrep på amidbindingen mellom to aminosyrer, noe som medfører 
hydrolyse. Denne prosessen er irreversibel og helt nødvendig for å opprettholde en 
normal homeostase. Proteolyse fører til både prosessering og nedbrytning av proteiner, 
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og er også involvert i en rekke signalkaskader.  Proteasene kan deles inn i gruppene 
aspartatproteaser, cysteinproteaser, glutamatproteaser, metalloproteaser, asparagin-
proteaser, serinproteaser og threoninproteaser. Det finnes også proteaser som kan 
plasseres i flere av gruppene eller som ennå ikke er godt nok kjent til å kunne 
kategoriseres [16]. Proteasene er også viktige for utviklingen av kreft, tumorvekst og 
metastasering. 
1.2.2 Matriksmetalloproteaser 
Matriksmetalloproteaser (MMP’er) er proteolytiske enzymer som tilhører  gruppen 
metalloproteaser og utgjør M10-familien som har sinkligand og katalytisk glutamat til 
felles [16-18]. Mange av disse enzymene kan blant annet bryte ned proteiner i 
ekstracellulær matriks som kollagen, fibronektin og elastin.  Dette er viktig for blant 
annet utvikling av embryo, reproduksjon og remodellering, alle prosesser som er  
avhengig av nedbrytning av ekstracellulær matriks for at nytt vev skal kunne dannes 
[19]. Noen MMP’er er membranbundne og viktige for aktiveringen av andre MMP’er 
(figur 1.1). I forsøk på mus er det vist at disse membranbundne proteasene er helt 
nødvendige for utviklingen av blant annet blodårer og muskulatur under 
fosterutviklingen [20].  Reguleringen av MMP-syntesen skjer ved ulike vekstfaktorer, 
hormoner, cytokiner og ved celletransformasjon, og aktiviteten blir regulert av 
inhibitoriske proteiner kalt  ”tissue inhibitor of metalloproteinases” (TIMP) [19, 21]. 
Den proteolytiske effekten til MMP’ene skjer hovedsakelig ekstracellulært. MMP’er 
skilles ut fra cellen som pro-MMP’er og enzymene vil først bli aktivt etter prosessering 
eller konformasjonsendring. MMP-er er også involvert i patogenesen ved kreft da de er 
medvirkende til metastasering og invasiv vekst. De er svært viktige under utviklingen 
av tumoren ved at de bryter ned ekstracellulær matriks og basalmembran, og sørger for 
et mikromiljø der tumorcellene kan vokse (figur 1.1) [22, 23]. 
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Figur 1.1: Syntese, prosessering og aktivering av MMP og hvilke roller MMP 
kan ha ved kreft [22]. 
1.2.3 Legumain 
Legumain, også kalt asparagin endopeptidase (AEP), er et lysosomalt enzym som 
spesifikt hydrolyserer peptidbindinger på C-terminalsiden av asparagin. Enzymet 
tilhører peptidase C13-familien som er en familie med cystein endopeptidaser [24]. 
Legumain syntetiseres først til et preproenzym. Dette prosesseres videre til 
prolegumain som har en molekylvekt på 56 kDa (figur 1.2). Prolegumain består av det 
aktive domenet, en C-terminal og en N-terminal. C-terminalen spaltes av øyeblikkelig 
når enzymet blir transportert inn i lysosomet slik at enzymet får en molekylvekt på 47 
kDa og dette er en syrekatalysert autoaktivering som skjer ved pH 3 – 5,8. Legumain 
blir først aktivt når N-terminalen spaltes av slik at proteinet får en molekylvekt på 46 
kDa. In vivo spaltes legumain videre til en aktivt form som har en molekylvekt på 36 
kDa [25]. 
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Figur 1.2: Prosessering og aktivering av legumain [25] 
Det antas at legumain har en rekke biologiske funksjoner. Prosessering av bakterielle 
peptider og endogene proteiner for MHC II-presentasjon i lysosomale og endosomale 
systemer er et eksempel på dette [26, 27]. Legumain er også assosiert med hemming av 
osteoklastproliferasjon, noe som medfører benresorpsjon [28]. I en studie med 
”knockout” mus er det vist at legumain er viktig for prosessering av lysosomale 
cathepsiner, og dette går særlig ut over de lysosomale systemene i nyreceller. Musene 
har en redusert vekt ved fødselen, men er likevel fertile [29]. I en annen studie med 
”knockout” mus er det vist at prosessering av antigener for MHC II-presentasjon ikke 
er avhengig av legumain. Derimot konkluderer studien med at prosesseringen av 
cathepsin L blir mangelfull. Cathepsin L er nødvendig for utvikling av CD4- og NK T-
celler, men ufullstendig prosessert cathepsin L reduserer ikke antall celler [30]. En 
tredje studie konkluderer med et mye mer alvorlig utfall. I denne studien utviklet 
”knockout” musene hemofagocytisk syndrom med symptomer som feber, cytopeni, 
hepatosplenomegali og hemofagocytose. Dette er en livstruende tilstand som kommer 
av en hyperinflammatorisk respons på infeksjon, men genetikk er også involvert i 
syndromets etiologi [31]. Legumain er mye uttrykt i flere typer tumorer, blant annet i 
tykktarms- og endetarmskreft, prostatakreft og brystkreft [32-36]. Uttrykket av 
legumain er observert å være oppregulert under utviklingen av tumoren som følge av 
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en lokal respons, og genet som koder for legumain (LGMN) ser dermed ut til å være 
responderende på lokalt stress. Legumain er uttrykt både intracellulært og på 
celleoverflaten til tumorceller og tumorassosierte endotelceller, der den er kolokalisert 
med integriner [32]. Enzymet finnes i størst grad i lysosomer. Som nevnt tidligere er 
proteaser på celleoverflaten assosiert med invasive og metastaserende tumorceller og 
en hypotese er at celler som uttrykker mye legumain har bedre forutsetning for 
cellemigrasjon og invasivitet på grunn av at legumain aktiverer proteaser med 
gelatinaseaktivitet som pro-MMP-2. Derfor er et høyt uttrykk av legumain ofte 
assosiert med en dårlig prognose. Andre proteaser som er forbundet med for eksempel 
angiogenese kan også bli aktivert av legumain, og dermed kan legumain være et 
aktuelt mål for nye anticancerlegemidler [32, 34]. Et eksempel på dette er forsøkene på 
orale DNA-vaksiner der tumorassosierte makrofager er et mål. Disse makrofagene 
uttrykker svært mye legumain, og ved hemming av disse makrofagene er det vist 
redusert tumorvekst og angiogenese [37]. 
1.3 Cystatiner 
Cystatiner er proteaseinhibitorer som deles inn i tre undergrupper, familie-1, -2 og -3. 
Cystatin familie-2 hemmer cysteinproteaser og omfatter cystatin C, D, E/M, F, G, S, 
SN og SA. Cystatin C, E/M og F hemmer legumain med Ki på henholdvis 0,2, 0,0016 
og 10 nM [38]. Cystatinene binder seg kovalent og reversibelt til enzymet og har en 
svært rask virkning og er viktige inhibitorer siden de holder proteasen inaktiv i et 
stabilt kompleks [39, 40]. Cysteinproteasene og cystatinene foreligger generelt 
separert, siden cystatinene normalt sekreres fra cellene og cysteinproteasene er 
lysosomale [41]. Hvordan proteasene og inhibitorene møtes i eller utenfor cellen er 
uklart, men ved tap av cystatininhibisjon kan det oppstå ukontrollert proteaseaktivitet, 
noe som kan medføre irreversible skader som kronisk inflammasjon og 
tumormetastaser [42]. Cystatin E/M er funnet i store konsentrasjoner i hudepitel og 
man tror at inhibitoren har en viktig rolle i celledifferensieringen i huden [40, 43]. Det 
er også funnet at cystatin E/M kan være nedregulert ved flere typer kreft, blant annet 
brystkreft og lungekreft. Dette kan komme av at genet som koder for cystatin E/M 
(CST6) skrus av, en hypotese som bekreftes i studier der cystatin E/M-funksjon er blitt 
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gjenopprettet, noe som har ført til redusert tumorvekst, migrasjon og invasivitet [44, 
45]. 
1.4 Kostfiber 
Kostfiber er et samlebegrep som dekker mange ulike karbohydratpolymerer som består 
av mer enn tre monosakkarider og som verken blir fordøyet eller absorbert i 
tynntarmen. Noen av disse er uløselige plantefibre som inngår i plantecelleveggen, 
mens andre er vannløselige celleveggskomponenter som det finnes det mye av i frukt 
og grønnsaker [46]. Kostfiber har generelle egenskaper som medfører redusert 
transittid gjennom tarmsystemet og at tarminnholdet får økt volum. Inntak av løselig 
kostfiber som øker viskositeten av tarminnholdet kan medføre fysiologiske effekter 
som redusert totalkolesterol eller LDL i blodet og redusert økning av blodsukker og 
insulinnivå etter måltid.  I tillegg kan kostfiber fermenteres av bakterier i tykktarmen, 
noe som kan medføre produksjon av kortkjedede fettsyrer som har vist gunstige 
effekter. At inntak av kostfiber kan ha en sammenheng med tykktarms- og 
endetarmskreft ble først postulert av Burkitt i 1971 da han sammenlignet forekomsten 
av tykktarms- og endetarmskreft i den vestlige verden med forekomsten i Afrika, der 
de som regel har et lavere inntak av kjøtt og et høyere inntak av frukt og grønt 
sammenlignet med den industrialiserte verden der inntaket av prosesserte matvarer er 
høyt [47]. Dette kostholdet ble knyttet til at høyt inntak av kostfiber som igjen 
medfører kortere transittid gjennom tarmsystemet og en høyere fekalvekt. En studie 
med 519978 deltakere fra 10 europeiske land viste en reduksjon i fare for å utvikle 
tykktarms- og endetarmskreft med 40 % ved fordoblet inntak av kostfiber. Denne 
studien ble utført ved at deltakerne svarte på spørreskjema om kostholdet i flere år for 
å deretter bli fulgt opp med tanke på tykktarms- og endetarmskreft [48]. I en annen 
studie ble 33971 deltakere som ikke hadde forhistorie med tarmpolypper sammenlignet 
med 3591 deltakere som hadde hatt minst en histologisk verifisert polypp. Disse ble 
fulgt opp med tanke på inntak av fiber og deretter sjekket for utvikling av nye 
polypper. De som hadde høyest fiberinntak hadde 27 % lavere insidens for 
tarmpolypper enn de med lavest fiberinntak, og særlig fiber fra fullkorn og frukt hadde 
positiv effekt [49]. Andre studier har ikke vist signifikant sammenheng mellom 
kostfiber og utviklingen av polypper og tykktarms- og endetarmskreft. I en studie ble 
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88757 kvinner mellom 34 og 59 år uten forhistorie med kreft, inflammatorisk 
tarmsykdom eller familiær adenomøs polypose, som hadde svart på spørreskjemaer om 
kosthold, fulgt opp i en 16-års periode. I løpet av denne perioden ble det registrert 787 
tilfeller av tykktarms- og endetarmskreft, og av totalt 27 530 som gjennomførte 
endoskopi bli det funnet 1012 tilfeller av polyppdannelse. Etter å ha justert for alder, 
kjente risikofaktorer og totalt energiinntak ble det ikke funnet noen assosiasjon mellom 
inntak av kostfiber og tykktarms- og endetarmskreft [50]. I en annen studie ble 45491 
kvinner fulgt opp etter spørreskjemaer om kosthold med nye spørreskjemaer om 
tilfeller av kreft 5-9 år senere. Det ble ikke påvist noen sammenheng mellom inntak av 
kostfiber og tykktarms- og endetarmskreft [51]. Med såpass sprikende resultater i 
forskjellige studier er det ikke konkludert med noen klar sammenheng mellom inntak 
av kostfiber og tykktarms- og endetarmskreft. Studiene er som regel kohortstudier eller 
epidemiologiske studier der det er vanskelig å bevise at kriteriene er fulgt. Samtidig er 
beregningsmetodene for kostfiberinntak veldig varierende fra studie til studie. Det er 
heller ikke standardisert hvilke fibre som skal inngå i slike studier. For eksempel 
inkluderer noen studier lignin og resistent stivelse, mens andre ikke [46]. Kriterier som 
mengden kostfiber som skal inntas og hvilke fibre som skal inntas varierer også, slik at 
det blir vanskelig å sammenligne studiene, siden kostfiber er en svært heterogen 
gruppe substanser med tanke på biologisk aktivitet.  
Kostfiber kan brytes ned av bakterier i tykktarmen. I denne prosessen produseres 
gasser som karbondioksid, metan og hydrogen. I tillegg produseres organiske syrer og 
kortkjedede fettsyrer. De kortkjedede fettsyrene som produseres i tykktarmen er 
butyrat, propionat og acetat. Hvilke fettsyrer som produseres og i hvilken mengde 
avhenger av type og mengde kostfiber som er inntatt. Hovedsakelig dannes acetat, 
mens butyrat sjelden dannes [52]. Kortkjedede fettsyrer senker pH i tarmen, noe som 
er fordelaktig med tanke på å hemme vekst av fremmede bakterier, og dette antas også 
å være positivt for opptak av mineraler som kalsium og magnesium [53]. De fører også 
til økt blodtilførsel til tykktarmen og er næring for cellene i tarmveggen, og dette 
gjelder spesielt butyrat [54]. Studier har vist at butyrat også kan indusere apoptose, 
hemmer proliferasjon av kreftceller og fremmer proliferasjon av friske celler, og 
dermed være viktig for å forhindre utvikling av kreft [55].  
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Et viktig moment for kostfibers effekt mot kreft er deres biotilgjengelighet. Som nevnt 
er kostfiber ufordøyelig slik at de vil ikke tas opp gjennom tarmveggen på samme måte 
som for eksempel glukose. Studier har vist at beta-(1,3)-glukaner kan tas opp fra 
Peyerske plakk i tarmen (figur 1.3). Dette er områder der mikrofoldceller (M-celler) er 
assosiert med immunceller som B-celler, T-celler og dendrittiske celler. M-celler er 
spesielle tarmepitelceller som kun finnes i follikkelassosiert epitel som dekker 
lymfoide vev som er assosiert med slimhinnene i tarmen [56]. Disse cellene har egne 
reseptorer for makromolekyler som fører til transportert av makromolekyler inn i 
Peyerske plakk slik at en immunrespons settes i gang [57]. Biter av polysakkaridet kan 
også tas opp i makrofager og fraktes med lymfesystemet til lymfatiske organer som 
lymfeknuter, milt og beinmarg. Beta-(1,3)-glukan blir degradert i makrofagene, og 
partikler tas opp i granulocytter. Det er også vist i celleforsøk at partikler fra beta-
(1,3)-glukan kan frisettes i cellemediet [58].  
 
Figur 1.3: Oversiktsbilde over celler involvert i opptak av kostfiber fra tarmen og  
forbindelse  med lymfesystemet. PP = Peyerske plakk [57]. 
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1.4.1 Hemicellulose 
Struktur 
Hemicellulose er polysakkarider i celleveggen i planteceller som har -(1,4)-bundet 
hovedkjede der glykosidbindingen har ekvatorial konformasjon [59]. Disse 
polymerene er som regel assosierte med cellulose. Hemicellulose kan deles inn i fire 
hovedgrupper; xylaner, mannaner, beta-(1,3)/(1,4)-glukaner (omtales i eget avsnitt) og 
xyloglukaner. Disse hovedgruppene har strukturelle variasjoner der type 
monosakkarider som inngår varierer [60]. Arabinoxylanene har en hovedkjede med β-
(1,4)-D-xylopyranosylenheter og korte sidekjeder av L-arabinofuranosyl (figur 1.4). 
Galaktomannaner består av en lineær hovedkjede med β-(1,4)-bundne D-
mannuronsyreenheter (figur 1.5). Galaktomannanene har ofte enkle sidekjeder av D-
galaktopyranosyl bundet til posisjon 6 på mannuronsyreenheter i hovedkjeden [60]. 
Heteroxylanene har en mer kompleks struktur med en hovedkjede av både 1,3 og 1,4 
xylopyranosylenheter og de har også en større variasjon i sidekjedene. 
 
 
Hemicellulosekilder 
Xylaner er viktige i den sekundære celleveggen og kan utgjøre ca 30 % av biomassen i 
tofrøbladede planter som for eksempel harde tresorter og urter. I enfrøbladede planter 
som ulike typer gress og korn kan enkelte plantedeler inneholde opp mot 50 % xylaner. 
Xylaner kan også finnes i grønnalger, sjøgress, ulike typer frukter, frø, nøtter og bark 
[60]. Mannan er en type hemicellulose som er mindre utbredt, men et eksempel er 
gummi, som kan fremstilles fra ulike typer bønner og frø.  
 
 
Figur 1.4: Primærstruktur av arabinoxylan 
[60]  
Figur 1.5: Primærstruktur av galaktomannan 
[60] 
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Biologisk aktivitet ved kreft 
I en studie gjort på rotter med tykktarmskarsinom er det blitt funnet positiv assosiasjon 
mellom hemicellulose og beskyttelse mot utvikling av tykktarmskreft. Dette er en 
hemmende effekt på beta-glukuronidase, som er et enzym i naturlig forekommende 
bakterier i tykktarmen. Enzymet bryter beta-glukuronidbindinger og den karsinogene 
effekten til enzymet kommer av spalting av prokarsinogene stoffer, som skilles ut med 
gallen, til aktive karsinogener [61]. I en annen studie med en modell med tykktarm fra 
rotte er det vist at arabinoxylan har redusert tilfellene av to ulike preneoplastiske 
lesjoner og kan dermed ha en forebyggende effekt mot tykktarmskreft [62].  
Hemicellulose som benyttes i oppgaven 
Av hemicelluloser som benyttes i denne oppgaven er arabinoxylan fra bygg og hvete, 
heteroxylan fra loppefrøekstrakt og galaktomannan fra guarkjernemel. 
1.4.2 Pektin 
Struktur  
Pektin er en familie med komplekse polysakkarider som har til felles at de er satt 
sammen av  1,4-bundet -D-galakturonsyreenheter (GalpA). Tre ulike typer er blitt 
karakterisert; homogalakturonan (HG), rhamnogalakturonan-I (RG-I) og 
rhamnogalakturonan-II (RG-II) [63]. Homogalakturonan er en lineær kjede med 1,4-
bundet -D-galakturonsyreenheter der noen av karboksylsyreenhetene er 
metylesterifisert og i blant også O-acetylert på C-2 og C-3 (Figur 1.6).  
Rhamnogalaturonan-I har en mer forgreinet struktur (figur 1.7). Grunnstrukturen består 
av 30-40 repetisjoner av disakkaridet [→4)--D-GalpA-(1→2)--Rhap-(1→], men har 
store arabinan-, galaktan- og/eller arabinogalaktan-sidekjeder [64]. Også denne 
pektintypen kan være O-acetylert på C-2 og C-3. Substituert galakturonan, som også 
kalles rhamnogalakturonan II, har en hovedkjede av 1,4-bundet -D-
galakturonsyreenheter [63].  
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Pektinkilder 
De  mest studerte kildene til pektin er fra frukt og grønnsaker som sitrusskall, rester 
etter eplejuiceproduksjon og tomater, men pektin finnes i celleveggen i alle 
tofrøbladede planter. Man antar at pektin også finnes i andre plantetyper som mose og 
Figur 1.6: Primærstruktur av homogalakturonan [63] 
Figur 1.7: Primærstruktur av rhamnogalakturonan [63] 
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alger, men disse er i liten grad karakterisert. Mange av disse som ikke er av særlig stor 
kommersiell- eller næringsmessig interesse er lite undersøkt med tanke på innhold av 
pektin [63].  
Biologisk aktivitet ved kreft 
I en studie på mus ble det undersøkt om pektin fra sitrusfrukt påvirket tumorvekst og 
metastasering. Pektinet var modifisert ved hjelp av høy pH og temperatur for å 
spesifikt hemme det karbohydratbindende proteinet galectin-3. Resultatene viste at 
dette modifiserte pektinet hemmet karbohydratmediert tumorvekst, angiogenese og 
metastasering [65]. I et annet forsøk på mus ble musene behandlet med Citrobacter 
rodentium for å indusere murin kolonhyperplasi, en lidelse som forårsaker kraftig økt 
epitelcelleproliferasjon i kolon, hyperplasi og dermed en signifikant økt risiko for 
utvikling av kreft. Musene ble gitt enten dobbel mengde kalsium i forhold til kontroll 
eller pektin i stedet for cellulose. Deretter ble det undersøkt hvordan diettendringene 
påvirket utviklingen av kreft. Resultatene viste at både kalsium og pektin ga redusert 
celleproliferasjon, noe som tyder på at pektin kan ha effekt mot kreft [66]. I en studie 
på rotter ble det undersøkt om procyanidiner og pektin kan gi en preventiv effekt mot 
tykktarmskreft. Rottene ble gitt 1,2-dimetylhydrazin for å indusere genetisk skade og 
deretter ble rottene gitt eplejuice med eller uten fruktkjøtt. Resultatet tydet på at 
eplejuice med fruktkjøtt ga mer hemming av tykktarmskreft enn eplejuice uten 
fruktkjøtt, og denne effekten kan komme av pektinet i fruktkjøttet [67]. Det er også 
studier som viser at ulike typer pektin kan uttøve ulike effekter og et eksempel på dette 
er en studie hvor kommersielt tilgjengelig pektinpulver ga økt apoptose, mens pektin 
fra sitrusskall ga ingen effekt [68].  
Pektin som benyttes i oppgaven 
I denne oppgaven ble det brukt pektin fra mange ulike kilder, slik som pektin fra ulike 
typer kål og industrielt prosessert pektin fra sitrusskall, samt noe kommersielt 
tilgjengelig pektin med uspesifisert opphav. Pektin fra kål inneholder både 
homogalakturonan og RG-I, mens industrielt framstilt pektin i hovedsak består av 
homogalakturonan med ulik grad av forestring. Enkelte delvis amiderte pektiner ble 
også brukt. De amiderte gruppene framkommer etter avestring med ammoniakk. 
Pektiner er uronsyreholdige molekyler, men ulik forestrings- og amideringsgrad fører 
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til ulik surhetsgrad. Ikke-prosesserte pektiner har inneholder også RG-I som har 
sidekjeder. Forestringsgrad, amideringsgrad, molekylvekt og sidekjeder påvirker 
gelingsegenskaper og løselighet.  
1.4.3 Karrageenan 
Struktur 
Karrageenaner tilhører en gruppe med hydrofile, lineære og sulfaterte galaktaner. De 
består av 3-bundet -D-galaktopyranosyl (G-enheter) og 4-bundet -D-
galaktopyranosyl (D-enheter) eller 4-bundet 3,6-anhydro--D-galaktopyranosyl (DA-
enheter), og med disse enhetene danner de repeterende disakkaridenheter (figur 1.7). 
Det finnes ulike typer karrageenaner, og de viktigste er Iota ()-karrageenan 
(karrageenase 2,4-disulfat (G4S-DA2S)), Kappa ()-karrageenan (karrageenase   4-
sulfat (G4S-DA)) og Lambda ()-karrageenan (karrageenan 2,6,2-trisulfat (G2S-
D2S,6S)) [69]. 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figur 1.8: Primærstrukturer og synteser av karrageenan [69] 
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Karrageenankilder 
Karrageenaner kommer fra rødalger, der de er en av hovedbestanddelene i celleveggen. 
Disse polysakkaridene brukes mye i næringsmiddelindustri som fortykningsmiddel, 
geldanner, bindemiddel og stabilisator [69].  
Biologisk aktivitet ved kreft 
Studier på karrageenaners effekt på kreft har både vist hemming og indusering av 
kreftutvikling. I en studie ble rotter behandlet med azoksimetan, et kreftfremkallende 
stoff, og deretter fôret med kappa-karrageenan. Resultatene viste at kappa-karrageenan 
ikke induserte kreftutvikling, mens vekst av etablert tumor ble indusert [70]. I en annen 
studie på rotter ble rottene behandlet med 1,2-dimetylhydrazindihydroklorid. Deretter 
ble rottene gitt karrageenan i fire ulike konsentrasjoner; 0, 1.25, 2,5 og 5 %. Etter 36 
uker ble tykktarmene grundig undersøkt og det ble ikke funnet noen tegn til at 
karrageenan hadde noen induserende effekt på kreftutvikling, selv ved høyeste 
dosering [71]. I en studie med humane kreftcellelinjer ble fraksjonerte oligosakkarider 
fra kappa-karrageenan testet for antitumoreffekt. Resultatene viste at fraksjonerte 
oligosakkarider ga større antitumoreffekt enn ikke-fraksjonerte polysakkarider [72]. I 
en studie med mus som er behandlet med azoksimetan ble degradert lambda-
karrageenan tilsatt i drikkevannet. Etter 26 uker ble det undersøkt om det hadde 
forekommet akkumuleringer av -katenin, noe som er et tegn på tykktarmskreft. 
Resultatene viste at lambda-karrageenan ikke ga noen effekt på akkumulering av -
katenin [73].  
Karrageenan som benyttes i oppgaven 
I denne oppgaven ble det brukt iota-karrageenan fra Eucheuma spinosum, kappa-
karrageenan fra E. cottoni og enzymbehandlet kappa-karrageenan, lambda-karrageenan 
fra Chondrus cripus og furcellaran, som er lavsulfatert karrageenan fra Furcellaria 
fastigiata. 
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1.4.4 Beta-glukan 
Struktur 
Beta-glukaner er karbohydratpolymere bestående av glukopyranosylenheter. 
Strukturen avhenger av hvor beta-glukanet kommer fra (figur 1.9). I kornsorter som 
bygg og hvete består beta-glukan (omtales videre som beta-(1,3)/(1,4)-glukan) av 
uforgrenede kjeder med beta-1,3- og beta-1,4-bundne glukopyranosylenheter (figur 
1.10). Beta-glukan fra alger, gjær og sopp (omtales videre som beta-(1,3)-glukan) 
består av beta-1,3-bundne glukopyranosylenheter med varierende mengder beta-1,6-
bundne forgreninger (figur 1.11), mens i bakterier består beta-glukan av uforgrenede 
kjeder med beta-1,3-bundne glukopyranosylenheter. Utenom dette kan beta-glukan 
variere veldig i molekylvekt og forgreininger, noe som påvirker egenskaper som 
løselighet, ladning og konformasjon, og disse forskjellene kan medføre ulike 
biologiske responser [57]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Figur 1.10: Primærstruktur av beta-
(1,3)/(1,4)-glukan fra blant annet korn 
[57]  
Figur 1.9: Skjematisk fremstilling av 
primærstrukturene for de ulike formene for beta-
glukan [57] 
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Beta-glukankilder 
Beta-glukaner er utbredt i blant annet korn, lav, alger, gjær, sopp og bakterier. Med 
tanke på hva som spises er beta-(1,3)/(1,4)-glukaner fra korn de klart viktigste, men 
beta-(1,3)-glukaner fra gjær er også mye brukt som immunstimulerende i helsekost 
[57]. Beta-(1,3)-glukaner fra sopp og gjær brukes også som infeksjonsforebyggende 
tilsettning i fiskefór [74]. 
Biologisk aktivitet ved kreft 
Man mener at beta-glukaner har flere immunologiske egenskaper, og studier viser at 
disse egenskapene avhenger av struktur, molekylvekt og forgreninger [75, 76]. Beta-
(1,3)-glukan fra sopp er den typen beta-glukan som er kjent for å påvirke 
immunsystemet. Studier har vist at beta-(1,3)-glukan både kan stimulere og hemme 
immunolgiske responser [77, 78]. Det er også gjort studier som viser at beta-glukaner 
har beskyttende effekt mot mutagene substanser. Beta-(1,3)/(1,4)-glukan fra bygg viste 
denne effekten i et forsøk med to ulike cellelinjer (CHO-K1 og HCT) behandlet med 
mutagene substanser (metylmetansulfonat og 2-aminoantracen). Studien viste at ved 
samtidig tilsetting av den mutagene substansen og beta-(1,3)/(1,4)-glukan ble DNA-
skaden redusert, noe som tyder på at beta-(1,3)/(1,4)-glukan kan interagere med 
mutagene substanser og hemme deres DNA-skadelige aktivitet [79]. En annen studie 
har vist at beta-glukan fra S. ceravisae beskytter mot genotoksisitet og cytotoksisitet 
Figur 1.11: Primærstruktur av beta-(1,3)-
glukan fra gjær og sopp [57] 
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når det gis sammen med kjemoterapeutika som cyklofosfamid, adriamycin og 
cisplatin. Man tror denne positive effekten kommer av at beta-glukan binder frie 
radikaler som oppstår når kjemoterapeutika omdannes til de aktive substansene i 
kroppen [80]. Studier på tumorvekst har gitt resultater som tyder på at både 
uforgrenede beta-(1,3)/(1,4)-glukanstrukturer og forgrenede beta-(1,3)-glukan-
strukturer kan føre til potensiering av fotodynamisk tumorterapi [81, 82]. Det tyder 
dermed på at beta-glukaner potensierer effekten av fotodynamisk tumorterapi, noe som 
fører til nekrose i tumor og hemming av reparasjon av DNA-skade [83]. En studie viste 
at beta-glukaner kan ha en synergistisk effekt ved behandling med monoklonale 
antistoffer. Humane svulster ble transplantert til mus og disse ble behandlet med ulike 
monoklonale antistoffer og beta-glukan fra korn, og behandling med et av antistoffene 
i kombinasjon med beta-glukan viste nesten fullstendig tumorregresjon ved at beta-
glukan interagerer med komplementreseptoren CR3 [84]. 
Betaglukaner benyttet i oppgaven 
Beta-glukaner som ble brukt i oppgaven var laminarin (beta-(1,3)-glukan med enkelte 
(1,6)-sidekjeder, fra fingertare Laminaria digitata), lichenan (beta-(1,3)/(1,4)-glukan 
fra islandslav), beta-(1,3)/(1,4)-glukan fra bygg og hvete, og delvis degradert beta-
(1,3)/(1,4)-glukan fra bygg. 
1.4.5 Alginat 
Struktur 
Alginat består av 1,4-bundne α-L-guluronsyre (G)- og β-D-mannuronsyre (M)-enheter i 
kjeder uten forgreninger. Disse kan danne G-blokker og M-blokker, i tillegg til at 
enhetene kan være mer tilfeldig distribuert. G-blokker anses for å være de viktigste 
siden de kan danne Ca
2+
/H
+
-bindinger og dermed danne gel. M-blokker 
kompleksbinder ikke Ca
2+
 og vil, sammen med strukturområder med tilfeldig fordeling 
av G- og M-enheter, blokkere for denne kompleksbindingen. Geldannende alginater 
består av både blokker med og uten kompleksbinding, noe som bidrar til nettverket 
som er nødvendig i en gelstruktur [85].  
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Kilder til alginat 
Alginater er polysakkarider som produseres av alger og brukes som viskositetsøkende 
midler, stabilisatorer og geldannere i næringsmiddelindustri, farmasøytisk industri og 
kosmetikkindustri. I tillegg kan alginater brukes til mikroenkapsulering av legemidler, 
noe det forskes mye på, og da særlig i behandling med cytostatika. 
Biologisk aktivitet ved kreft 
Det er gjort lite studier på alginats effekt ved kreft, men alginater er mye studert i 
forhold til administrering av legemidler som for eksempel cytostatika. Rene G-rike 
alginater er kjent som inerte og fører ikke til påvirkning av immunsystemet, slik 
alginater med blandet kjedestruktur kan gjøre [86]. 
Alginater benyttet i oppgaven 
Det er gjort lite studier på alginats effekt ved kreft, men alginater er mye studert i 
forhold til administrering av legemidler som for eksempel cytostatika. Rene G-rike 
alginater er kjent som inerte og fører ikke til påvirkning av immunsystemet, slik 
alginater med blandet kjedestruktur kan gjøre [86]. 
Alginater benyttet i oppgaven 
I denne oppgaven ble det brukt M-rikt alginat med noen G-enheter (PolyM urensa), en 
renset type uten G-enheter (PolyM rensa). Det ble også brukt alginat fra brunalge med 
både G- og M-enheter.  
1.5 Glykosaminoglykaner 
Tidligere studier har vist at glykosaminoglykaner (GAGs) kan interagere med 
proteiner. Heparin er en GAG, og interagerer med 23 % av plasmaproteinene [87]. I 
studier har heparin vist å interagere med cysteinproteasen procathepsin L og redusere 
stabiliteten til denne proformen, slik at enzymet aktiveres [88]. I en annen studie har 
heparin vist å aktivere procathepsin D [89]. Det er også vist at andre 
glukosaminoglykaner kan både øke og redusere aktiveringen av MMP’er [90]. 
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Dekstransulfat er en syntetisk heparinanalog som er inkludert i denne oppgaven for å 
undersøke om kostfiber har liknende egenskaper som GAGs, uten at den oppfyller 
kriteriene for å være en GAG (ingen aminogruppe). I en studie ble det vist at 
dekstransulfat førte til aktivering av procathepsin L, mens en annen studie viste at 
dekstransulfat fremmet autoaktivering av procathepsin B [91, 92]. Også procathepsin S 
er vist å bli aktivert av dekstransulfat [93].  
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1.6 Mål for oppgaven 
I denne oppgaven er det overordnede målet å undersøke om kostfiber påvirker 
proteaseaktivitet med tanke på etiologien ved tykktarms- og endetarmskreft. Målet for 
oppgaven skal nås ved å: 
 teste kostfibers direkte effekt på enzymaktivitet av legumain 
 teste kostfibers effekt på interaksjonen mellom legumain og inhibitoren cystatin 
E/M 
 teste kostfibers effekt på syrekatalysert autoaktivering av prolegumain 
 teste THP-1- og HCT116-cellers respons på kostfiber  
 teste om HCT116-celler kan ta opp pro-MMP-2 fra cellemedium og om denne 
prosessen vil påvirkes av kostfiber 
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2. Materialer og metode 
2.1  Kjemikalier og biologiske substanser 
Produkt Produsent 
12-O-tetradekanoylforbol 13-acetat (PMA) Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, USA 
2-merkaptoetanol Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, USA 
3-[(3- kolamidopropyl)dimetylammonio]-1-
propansulfonat (CHAPS) 
Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, USA 
4-aminofenylkvikksølvacetat (APMA) Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, USA 
Akrylamid bis 30 % Bio-Rad laboratories, Hercules, CA, USA 
Ammoniumpersulfat (APS) Bio-Rad laboratories, Hercules, CA, USA 
Benzyloksykarbonyl-alanin-alanin-asparagin-7-
amino-4-metylkumarin (Z-Ala-Ala-Asn-NMec) 
Department of Biochemistry, University of  
Cambridge, UK 
Bio-Rad Protein Assay Bio-Rad laboratories, Hercules, CA, USA 
Blodstandard Johansen, HT 
Bovint legumain Renset fra oksenyre (Johansen, HT) 
Bovint serumalbumin Thermo Scientific, Waltham, MA, USA 
BRIJ 35 (polyoksyetylen 23 lauryleter) Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, USA 
Bromfenolblått Bio-Rad laboratories, Hercules, CA, USA 
Dekstransulfat Mw: 500 000 kDa Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, 
Sverige 
Dimetylsulfoksid (DMSO) Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, USA 
Ditiotretiol (DTT) Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, USA 
Eddiksyre Merck, Darmstadt, Tyskland 
EDTA;  etylendiamintetraeddiksyre 
dinatriumsalt 
FERAK LABORET GMBH, Berlin, 
Tyskland 
Etanol Arcus, Norge 
Føtalt kalveserum, FBS Gold PAA Laboratories, Pasching, Australia 
Gelatin Bio-Rad laboratories, Hercules, CA, USA 
Glukose Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, USA 
GlutaMAX-1 100X PAA Laboratories, Pasching, Australia 
Glyserol Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, USA 
Glysin VWR international, Poole, Storbritannia 
HEPES Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, USA 
Human Legumain Affinity Purified Polyclonal 
Ab, Goat IgG, AF2199 
R&D Systems, Minneapolis, MN, USA 
Isobutanol Merck, Darmstadt, Tyskland 
Kalsiumkloriddihydrat Merck, Darmstadt, Tyskland 
Kodak røntgenfiksering Carestream, Rochester, NY, USA 
Kodak røntgenfremkaller Carestream, Rochester, NY, USA 
Matriksmetalloprotease 2, human 
cat: M9070 
Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, USA 
Metanol Merck, Darmstadt, Tyskland 
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Natriumacetattrihydrat Merck, Darmstadt, Tyskland 
Natriumcitrat (Na3C6H5O7x2H2O) Merck, Darmstadt, Tyskland 
Natriumhydroksid Merck, Darmstadt, Tyskland 
Natriumklorid Merck, Darmstadt, Tyskland 
Natriumlaurylsulfat (SDS) Bio-Rad laboratories, Hercules, CA, USA 
Natriumpyruvat PAA Laboratories, Pasching, Australia 
Novex Tris-Glycine SDS Running Buffer 10X Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 
Novex Zymogram Developing Buffer 10X Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 
Novex Zymogram Renaturing Buffer 10X Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 
Nutridoma serumerstatning Roche, Basel, Sveits 
Penicillin (100 U/ml)-Streptomycin (100 
g/ml) 
Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, USA 
Polyclonal Rabbit Anti-Goat 
Immunoglobulins/HRP, P0160 
DAKO, Glostrup, Danmark 
Ponceau S Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, USA 
Rekombinant human legumain  R&D systems, Minneapolis, MN, USA 
RPMI 1640 medium med glutamat og 
natriumbikarbonat 
PAA Laboratories, Pasching, Australia 
Sitronsyre monohydrat Merck, Darmstadt, Tyskland 
Standardløsninger pH 4,0 og pH 7,0 Radiometer Analytical, Lyon, Frankrike 
SuperSignal West Dura Extended Duration 
Substrate 
Thermo scientific, Waltham, MA, USA 
Tetrametyletylendiamin (TEMED) Bio-Rad laboratories, Hercules, CA, USA 
Tris  Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, USA 
Triton X-100 Electron Microscopy Sciences 
Trypanblått Sigma-Aldrich, St. Louis, MI, USA 
Trypsin-EDTA, L11-004 PAA Laboratories, Pasching, Australia 
Tumornekrosefaktor- (TNF-) R&D Systems, Minneapolis, MN, USA 
Tween
®
 20 Bio-Rad laboratories, Hercules, CA, USA 
Tørrmelk, fettfri Normilk AS, Oslo, Norge 
 
2.2 Utstyr og apparatur 
Utstyr/apparatur Produsent 
Costar 96 brønners mikrotiterplate, svart Corning, Corning, NY, USA 
Costar 6 brønners brett Corning, Corning, NY, USA 
Corning 75 cm3 dyrkningsflaske Corning, Corning, NY, USA 
Blotteapparat: TE 70 Amersham Biosciences  
Elektroforeseapparat: SE 250 Hoefer, Holliston, MA, USA 
Elektroforeseapparat: X-CELL SureLock Invitrogen, Basel, Sveits 
Ferdigstøpte geler til zymografi: 10% Zymogram (Gelatin) 
Gel 
Invitrogen, Basel, Sveits 
Gelfargingsmaskin: Hoefer automtated gelstainer Pharmacia Biotech, Uppsala, 
Sverige 
Mikroplateleser: Wallac Victor 1420 Multilabel counter Perkin Elmer Life and 
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Analytical Sciences, Boston, 
MA, USA 
Roteringsmikser: Dyna Beads Invitrogen, Basel, Sveits 
Sentrifuge: Heraeus Fresco 21 Thermo Scientific, Waltham, 
MA, USA 
Sentrifuge: Kubota 2010 Medinor, Oslo, Norge 
Strømkilde ved elektroforese: EPS 600 Pharmacia Biotech, Uppsala, 
Sverige 
 
2.3 Kostfiber 
I denne oppgaven ble det brukt 32 fibere fra ulike kilder og med ulik ladning (tabell 
2.1). Fibrene vil senere i oppgaven omtales med sitt fibernummer gitt i denne tabellen.  
 
 Tabell 2.1 
Nr. Navn/ id Beskrivelse Mw Leverandør/kilde 
F1 AX  (WUM-BS-LA-AIS)  Hemicellulose, arabinoxylan fra bygg (Hordeum vulgare var.Tyra) 373 kDa ABS, Nofima 
F2 RG 50  Pektin ekstrahert fra rød grønnkål (Brassica oleracea var.Sabellica cultivar Redbor) ved 50ᵒC. Uronsyreholdig  127 kDa [94] 
F3 G50  Pektin ekstrahert fra grønnkål (B. oleracea var. Sabellica cultivar green Moskruset) ved 50ᵒC. Uronsyreholdig  133 kDa [94] 
F4 BP (Brassica pektin)  Pektin fra hodekål (B. oleracea var. Capitata). Uronsyreholdig 40+630 kDa [64] 
F5 sknlh10  Iota-karrageenan ekstrahert fra Eucheuma spinosum, enzymbehandlet. Sulfatert  Ukjent SH Knutsen Nofima 
F6 sknlh11   Kappa-karrageenan enzymbehandlet med K-ase. Sulfatert  Ukjent SH Knutsen Nofima (003 50/200) 
F7 kappa-carrageenan E.cottoni Kappa-karrageenan ekstrahert fra E.cottoni. Sulfatert  Ukjent SH Knutsen, Nofima  171505 
F8 I-carrageenan viscarin  Iota-karrageenan, medium Mw. Høysulfatert medium SKH SD389FMC  
F9 Furcellaran Lavsulfatert karrageenan  Ukjent LITEX AP148  
F10 NTH-LAMDA Lambda-karrageenan fra Chrondrus cripus. Høysulfatert  Ukjent SH Knutsen, NTH 
F11 Loppefrøekstrakt Nofima Heteroxylan isolert fra loppefrø. Hemicellulose. Uronsyreholdig  Ukjent Nofima 
F12 Laminarin Beta-(1,3)-glukan, med enkelte 1,6-sidekjeder, fra Laminaria digitata. Nøytral  Ukjent Sigma, L9634 CAS 9008-22-4 115-r3783 
F13 Lichenan Beta-(1,3)/1,4)-glukan fra Citaria islandica. Nøytral. Brun!  Ukjent Sigma,  L-6133 LOT 78F05011 
F14 Sitruspektin 63-66 % d.e. Pektin fra sitrusskall, uronsyrepolymer med 63-66% forestringsgrad 30-100kDa Fluka 
F15 Sitruspectin 34% d.e. Pektin K+-salt fra sitrusskall, uronsyrepolymer med 34% forestringsgrad  Ukjent Sigma 
F16 Sitruspektin 89% d.e. Pektin fra sitrusskall, uronsyrepolymer med 89% forestringsgrad  Ukjent Sigma 
F17 Sitruspektin 65% d.e. Pektin fra sitrusskall, uronsyrepolymer med 65 % forestringsgrad  Ukjent Sigma 
F18 Amidert pektin Delvis amidert pektin, uronsyrepolymer  Ukjent I. Tho, FI, #4712839 
F19 Pektin amid  18% d.e. 31% amid Pektin, uronsyrepolymer, amideringsgrad 31 %, forestringsgrad 18 %  Ukjent Herbstreith&Fox, Germany, AU 015 Batch nr. 0707373 
F20 pectic classic  35% d.e. Pektin, uronsyrepolymer, 35% forestringsgrad  Ukjent Herbstreith&Fox, Germany, CU701 Batch 0903185  
F21 USP pectin  69% d.e. Pektin, uronsyrepolymer, forestringsgrad 69%  Ukjent Citrus colloids UK, Batch nr 5444/01 
F22 Pectin type 920 25% d.e. 23% amid Delvis amidert pektin, uronsyrepolymer, amideringsgrad 23%, forestringsgrad 25%  Ukjent Citrus colloids UK,  Batch nr. 6753/01 
F23 Guar gum Guarkjernemel, guargummi,  galaktomannan, nøytral, hemicellulose  Ukjent Sigma 
F24 WSM-TPX  Beta-(1,3)/(1,4)-glukan fra bygg (Hordeum vulgare var. Tyra), nøytral 451 kDa  AB Samuelsen, Nofima 
F25 BG DEG-1  Beta-(1,3)/(1,4)-glukan fra bygg, delvis degradert  Ukjent SHK, Nofima 
F26 2M NaCl loppefrø Rhamnogalakturonan isolert fra loppefrø, uronsyreholdig  Ukjent AB Samuelsen FI 
F27 PolyM urensa  Alginat, polyM med noe G, uronsyrepolymer  Ukjent SH Knutsen Nofima 
F28 PolyM renset Alginat, rent polyM, uronsyrepolymer  Ukjent G. Skjåk-Bræk NTNU 
F29 Na alginat  Alginat, Natriumsalt fra brunalge, uronsyrepolymer  Ukjent Sigma A2158 #106K0113 
F30 AX Arabinoxylan fra hvetemel, lav viskositet. Hemicellulose, nøyral  Ukjent Megazyme 
F31 Beta-glucan barley Beta-(1,3)/(1,4)-glukan fra bygg, lav viskositet, nøytral  Ukjent Megazyme 
F32 Lichenan  Beta-(1,3)/(1,4)-glukan fra islandslav (Citraria islandica), nøytral 160 kDa Megazyme 
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2.4 Tillaging av kostfiberoppløsninger 
Kostfiber ble løst i legumainassaybuffer eller 0,9 % NaCl til konsentrasjonen 2 mg/ml. 
Kostfibrene ble først fuktet med etanol og deretter løst ved kraftig risting, 
vortexmiksing, oppvarming og eventuelt vipping over natt. 
2.5 Måling av totalprotein 
Måling av totalprotein ble gjort ved å lage fortynninger av ukjente prøver, og 
sammenligne disse med proteinstandarder av kjente konsentrasjoner med albumin (0-
200 µg/ml), som danner en standardkurve. Proteinkonsentrasjonen ble målt ved hjelp av 
Bio-Rad Protein Assay. Det som ble analysert var 10 µl prøve eller proteinstandard 
blandet med 200 µl Bio-Rad-reagens som var fortynnet 1:5 i destillert vann. Coomassie 
Brilliant Blue G-250 i reagenset binder seg til proteiner ved sur pH og dette forårsaker 
en endring i absorpsjonsmaksimum fra  365 til 395 nm, noe som måles med et 
spektrofotometer [95].  
2.6 Legumainassay 
2.6.1 Prinsipp 
Legumains proteolytiske aktivitet kan kvantifiseres ved å måle spaltningen av det 
spesifikke peptidsubstratet Z-Ala-Ala-Asn-NHMec. Ved bruk av en mikroplateleser vil 
fluorescens fra spaltningsproduktet NH2Mec gi et mål på legumains proteolytiske 
aktivitet. Dette ble gjort ved at prøven blir belyst med bølgelengde 360 nm og NH2Mec 
vil emittere lys med bølgelengde på 460 nm. Analysen består av flere målinger med et 
bestemt tidsintervall, slik at resultatet viser endring i fluorescens per tidsenhet (F/s) og 
er et uttrykk for stigningstallet til en regresjonslinje basert på fem punkter [24, 96]. 
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2.6.2 Standardprosedyre 
Ved legumainassay benyttes sorte 96 brønners mikrotiterplater fra Corning 
Incorporated. Prøve (20–50 l) blandes med 70-100 l legumainassaybuffer (1 mM 
DTT, 39,5 mM sitronsyre, 121 mM Na2HPO4, 1 mM Na2EDTA, 0,01 % CHAPS) og 50 
l substratløsning av Z-Ala-Ala-Asn-NMec i legumainassaybuffer (34 µM) slik at 
totalvolumet i brønnen blir 170 l. Blindprøve vil være å erstatte prøvevolumet med 
samme volum legumainassaybuffer. 
Ditiotreitol (DTT) er et reduksjonsmiddel [24, 96]. Bufferen er bufret til pH 5,8 [25]. 
Sitronsyre og Na2HPO4 sørger for bufferkapasiteten, mens Na2EDTA er en chelator som 
binder metallioner. CHAPS er en detergent. Både buffer og substratoppløsning tilsettes 
vanligvis med automatinjektorer. Etter at mikrotiterplaten er satt inn i mikroplateleseren 
vil legumainassaybuffer med DTT straks bli injisert i brønnene. Etter 10 minutters 
inkubering vil substratoppløsningen bli tilsatt og fluorescensmålingene kan starte. 
Inkubering med reduksjonsmiddel gjøres for å sikre aktivt sete i legumain. 
Fluorescensmålingene vil ha et tidsintervall som kan tilpasses etter behov, vanligvis 10 
målinger over 10–60 minutter. Legumainassay skal foregå ved 30 C, noe som må 
innstilles på forhånd. 
2.7 Bufferbytte av prolegumain  
En PD-10 kolonne ble vasket med en sur buffer med pH 4,0 (200 mM  natriumacetat og 
4 mM Na-EDTA). Deretter ble 2,5 ml kondisjonert medium med høyt innhold av 
prolegumain fra LGMN-transfekterte HEK 293 celler (dvs stabilt transfektert med 
cDNA for human legumain (LGMN), utført av Åse-Karine Fjeldheim) tilsatt før 
prolegumain ble eluert med 3,5 ml sur buffer pH 4,0.  
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2.8 Western blotting 
2.8.1 Prinsipp  
Western blotting (immunoblotting) er en analytisk metode for å separere proteiner ved 
hjelp av gelelektroforese og videre detektere spesifikke proteiner i ulike biologiske 
prøver ved hjelp av antistoffer. Proteinene blir separert etter størrelse der proteiner med 
lav molekylvekt transporteres lenger enn proteiner med høy molekylvekt. Det er viktig 
at proteinene er denaturerte og har uniform ladning slik at ikke andre parametere enn 
molekylvekt kan påvirke separasjonen. Deretter overføres proteinene fra gelene til en 
membran ved hjelp av elektrisk spenning, og det er dette som kalles blotting. Videre 
dekkes membranen med melkeproteiner før tilsetting av antistoffer.  Deteksjonen av det 
aktuelle proteinet skjer ved bruk av to ulike antistoff, der det første (primærantistoffet) 
er spesifikt for proteinet man ønsker å detektere (her: legumain) og det siste 
(sekundærantistoffet) er kovalent bundet til pepperrotperoksidase. Peroksidasen reagerer 
med SuperSignal West Dura Extended Duration Substrate, som inneholder et substrat 
som spaltes av peroksidasen og danner luminiscens. Luminiscensen detekteres ved at en 
lyssensitiv film eksponeres for den antistoffbundne proteinmembranen. 
2.8.2 Utførelse 
Først ble de separerende gelene støpt. Dette gjøres i en støpeform som sikrer en tykkelse 
på 0,75 mm.  
Reagensene som inngikk i to separerende geler med 12 % akrylamid var: 
 4,36 ml destillert vann 
 3,25 ml 1,5 M Tris pH 8,8 
 5,2 ml akrylamid bis 30 % 
 130 l 10 % SDS 
 65 l APS 
 6,5 l TEMED 
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Reagensene ble blandet godt mellom hver tilsetting. Straks etter siste tilsetting ble 
støpeformen fylt. Litt isobutanol ble tilsatt på toppen for å sørge for at gelene fikk en 
rett overflate. Videre ble støpeformen satt til henstand i en time. Deretter ble 
konsentrerende gel støpt oppå separerende gelen. 
Reagensene som inngikk i de konsentrerende gelene var: 
 6,1 ml destillert vann 
 2,5 ml 0,5 M Tris pH 6,8 
 1,3 ml akrylamid 
 100 l 10 % SDS 
 50 l APS 
 10 l TEMED 
Reagensene ble godt blandet mellom hver tilsetting, og straks etter siste tilsetting ble 
støpeformen fylt opp til den var full. Deretter ble gelkammen plassert i formen slik at 
det ble appliseringsbrønner i gelen. Støpeformen ble så satt til henstand i 30 minutter. 
Etter at gelene var stivnet ble prøvene applisert. Først ble gelene festet til elektrodene og 
deretter satt ned i elektroforesekaret. Hulrommet mellom gelplater og elektroder ble fylt 
med elektroforesebuffer før brønnene ble vasket med samme buffer. Videre ble prøver 
og standard applisert. Elektroforesen ble utført ved 200 V i en time. 
Ved endt elektroforese ble gelene separert fra gelplater og glassplater. Filterpapir og 
membraner ble fuktet i blottebuffer (25 mM Tris, 192 mM glysin og 20 % metanol) før 
filterpapir, membraner og geler blir lagt i en ”sandwich” med tre filterpapir, membran, 
gel og igjen tre filterpapir. Proteinene blir overført fra gel til filterpapir ved en spenning 
på 32 mA per gel i en time. 
Membranene ble farget med Ponceau S i ett minutt og skylt i destillert vann. Dette for å 
se om proteinene var overført fra gelene til membranene. Deretter ble membranene 
vasket med 1xT-TBS (10xT-TBS: 0,5 M Tris, 9 % NaCl, 0,5% Tween 20. Fortynnes 
1:10 i destillert vann) i 10 minutter før membranene ble blokkert med blotto (50 g/L 
tørrmelk i 1xT-TBS) i en time for å dekke membranene med melkeprotein. 
Legumainprimærantistoff ble fortynnet 1:1000 i blotto (5 ml) og tilsatt membranene 
som ble satt på rotasjon i en time i romtemperatur, eller overnatt på kjølerom. Deretter 
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ble membranene hurtigvasket med blotto før mer grundig vask med 10 ml i 10 minutter 
to ganger. Sekundært antistoff ble fortynnet 1:5000 i blotto (5 ml) og tilsatt 
membranene som ble satt på rotasjon i en time i romtemperatur, eller over natt på 
kjølerom. Membranene ble deretter vasket med blotto som etter tilsetting av 
primærantistoff før de ble skylt og vasket 2 x 10 minutter i T-TBS.  
 
Fremkallingen ble utført på mørkerom. Luminiscerende reagens (4 ml) ble blandet med 
4 ml peroksidbuffer før membranene ble lagt i denne blandingen i ett minutt. Deretter 
ble membranene pakket inn i plast og lagt på plass i fremkallingskassetten. En 
størrelsestilpasset bit med fremkallingsfilm ble lagt oppå membranene før kassetten ble 
lukket. Fremkallingstiden varierte, men ca 45 minutter var vanligvis en eksponeringstid 
som ga tilfredsstillende resultat. Ved endt eksponering ble filmen lagt i 
fremkallingsvæske (fortynnet 1:5 i vann) slik at filmen ble tilfredsstillende fremkalt. 
Deretter ble filmen lagt i fikseringsvæske (fortynnet 1:5 i vann) slik at den kunne bli 
utsatt for lys uten å svertes. 
2.9 Zymografi 
2.9.1 Prinsipp 
Zymografi er en metode der proteaseaktivitet observeres ved at proteolytiske enzymer 
bryter ned gelatin som er støpt inn i en polyakrylamidgel, og som er et substrat for blant 
annet matriksmetalloproteaser. Gelelektroforese separerer proteinene etter størrelse og 
proteolytisk aktivitet observeres ved at gelene farges blå ved hjelp av Coomassieblått, 
og der det er proteolytisk aktivitet vil det dannes klare soner (bånd) i gelen.  
2.9.2 Utførelse 
Gelene ble støpt på samme måte som gelene til Western blotting. Reagensene i den 
separerende gelene var de samme bortsett fra at mengden akrylamid (4,33 ml) og 
destillert vann (3,93 ml) ble redusert. I tillegg ble gelatin 2 % (1,3 ml) tilsatt. Den 
konsentrerende gelen var tilsvarende den som ble brukt ved gelelektroforese for 
Western blotting. 
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I tillegg til 20 µl prøve ble 5 µl proteinstandard og 20 µl blodstandard (15-30 µl 
kapillærblod fortynnet 1:20 i zymografi samplebuffer) benyttet. Prøvene ble påsatt 
gelene før elektroforesen ble igangsatt med 200 V i 1,5-2,5 timer. 
Etter endt elektroforese ble gelene løsnet fra gelplatene og lagt i kar med 2,5 % Triton-
X og vasket to ganger 30 minutter ved vipping. Videre ble gelene overført til kar med 
inkuberingsbuffer (50 mM Tris, 0,2 M NaCl, 5 mM CaCl2-dihydrat og 0,02 % BRIJ)  
og satt til inkubering over natt ved vipping og 37C. Etter endt inkubering ble gelene 
overført til en Hoefer fargemaskin. Her ble et ferdiginnstilt program brukt der første 
steg var 45 minutter med fargeløsning (50 % metanol, 10 % konsentrert eddiksyre og 
1,25 g/L Coomassieblått), så tre steg med avfarging med avfargingsvæske (50 % 
metanol og 10 % konsentrert eddiksyre) i henholdsvis 7,5, 22,5 og 20 minutter før 
prosessen ble avsluttet med 30 minutter i destillert vann.  
I noen forsøk ble det brukt et nytt gelelektroforesesystem med ferdigstøpte geler med 
gelatin fra Invitrogen, der elektroforesen ble kjørt med 125 V i 2 timer. I stedet for 
elektroforesebuffer, 2,5 % Triton-X og inkuberingsbuffer, ble det brukt ferdiginnkjøpte 
buffere og en detaljert prosedyre fra produsenten. Til elektroforesen ble det brukt 
running buffer. Deretter ble gelene vasket i 30 minutter i renatureringsbuffer og 30 
minutter i fremkallingsbuffer før gelene ble inkubert i fremkallingsbuffer over natt ved 
vipping og 37C. 
2.10 Celledyrking 
Det ble i denne oppgaven gjort forsøk på to ulike cellelinjer; THP-1 og HCT116. 
Cellearbeidet ble gjort aseptisk i LAF-benk med vertikal laminær luftstrøm for å hindre 
mikrobiell kontaminering av cellekulturene.  
2.10.1 Cellelinjer  
THP-1 
THP-1 (American Type Culture Collection, ATCC, TIB-202) er en human monocyttisk 
cellelinje som stammer fra en ett år gammel gutt med akutt monocyttær leukemi, som er 
en type akutt myelogen leukemi (AML) [97]. 
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HCT116 
HCT116 (ATCC, CCL-247) er en cellelinje som er utviklet fra primærcellekultur fra et 
enkelt humant kolonkarsinom [98].  
2.10.2 Opptining av celler 
Cellene ble hentet ut fra nitrogentanken og tint raskt opp ved 37C på vannbad til 
cellene var samlet i en liten isklump i bunnen. Ampullen ble dreid kontinuerlig under 
opptiningen og tørket godt med 70 % etanol etter at den ble tatt opp fra vannbadet. 
Cellene ble forsiktig blandet med mediet før cellesuspensjonen ble overført til en 25 ml 
kulturflaske for oppdyrking. Medium ble skiftet hver 3. dag frem til cellene var 
konfluente nok til å splittes.  
2.10.3 Metoder for dyrking, splitting og telling av celler 
Dyrking  
Cellene ble dyrket ved 37C og 5 % CO2 i 10 ml vekstmedium i celleflasker.  
THP-1 
I følge produsenten deler cellelinjen seg hver 26. time. Dyrkningsmediet som ble 
benyttet til dyrking av THP-1 besto av: 
 RMPI 1640 med 2 mM L-glutamin og 1,5 g/L natriumbikarbonat 
 10 % føtalt kalveserum (FBS Gold) 
 4,5 g/L glukose 
 10 mM HEPES 
 1 mM natriumpyruvat 
 0,05 mM 2-mercaptoetanol 
 Penicillin (100 U/ml)-Streptomycin (100 g/ml)  
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HCT116 
Cellelinjen deler seg raskt og bør ikke være tettere enn 80-90 % konfluent før cellene 
splittes. Vekstmediet som ble benyttet til dyrking av HCT116 besto av: 
 RMPI 1640 med 2 mM L-glutamin og 1,5 g/L natriumbikarbonat 
 10 % føtalt kalveserum (FBS Gold) 
 10 mM HEPES 
 1 % GlutaMAX-1 100x  
 Penicillin (100 U/ml)-Streptomycin (100 g/ml)  
Splitting 
THP-1 
Cellene vokser i suspensjon og medium med celler ble sugd av og overført til 15 ml rør 
for sentrifugering. Cellene ble sentrifugert ved 800 rpm i fem minutter, og deretter ble 
supernatanten fjernet. Cellene ble deretter resuspendert i 10 ml nytt medium og tilført i 
passende mengde til ny kulturflaske med nytt medium slik at totalvolumet er ca 10 ml. 
HCT116 
Cellene er adherente, og cellemedium ble sugd av og cellene vasket med 10 ml steril 
PBS (fosfatbufret saltbuffer). PBS ble sugd av og deretter ble 2 ml trypsin-EDTA tilført 
flasken. Flasken ble vendt og vippet slik at alle cellene ble dekket av trypsinløsningen 
før den settes til inkubasjon ved 37C i ca. fem minutter. Det ble deretter kontrollert at 
cellene hadde løsnet fra flasken. De løse cellene ble så tilsatt 10 ml medium med FBS 
og resuspendert før en passende mengde overføres til ny celleflaske slik at totalvolumet 
blir 10 ml. 
Celletelling 
Cellekonsentrasjonen ble bestemt ved hjelp av et Bürker tellekammer. En del 
cellesuspensjon (50 µl) ble blandet med en del trypanblått (0,4 %, 50 µl) og tilført 
tellekammeret i passende mengde. En hel rute utenom to av sidene ble talt i hvert 
tellekammer og gjennomsnittstallet ble bestemt. Ut i fra dette tallet kan 
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cellekonsentrasjonen bestemmes. Cellekonsentrasjonen = (Gjennomsnittstallet x 2) / 0,1 
µl. 
2.10.4 Utsåing til forsøk 
Etter celletelling ble det totale antallet celler i cellesuspensjonen bestemt. Videre ble det 
ønskede antall celler beregnet før cellene ble fortynnet i medium og sådd ut til ønsket 
cellekonsentrasjon og volum.  
2.10.5 Høsting av celler og klargjøring til analyser 
Kondisjonert mediet med eventuelt løse celler ble sugd av og overført til rør før 
sentrifugering ved 800 rpm i fem minutter og overføring av supernatanten til nye rør. 
THP-1 cellene ble igjen som en pellett i sentrifugerørene, mens HCT116-cellene ble 
høstet direkte fra dyrkningsskålene. Cellene ble først vasket forsiktig med PBS (1 ml) 
for å fjerne rester av FBS. THP-1 cellene ble sentrifugert ved 800 rpm i fem minutter. 
PBS ble forsiktig sugd av før 300-500 µl lysisbuffer (100 mM natriumcitrat, 1 mM Na2-
EDTA, 1 % (w/v) n-oktyl-beta-D-glykopyranosid pH 5,8) ble tilsatt cellene. 
Lysisbufferen ble pipettert forsiktig opp og ned for å lysere cellene før lysatet ble 
overført til eppendorfrør.  
Cellelysatene ble deretter fryst ved -70C i 30 minutter før de ble tint opp igjen ved 
30C på varmeblokk. Dette ble gjentatt to ganger og etter tredje og siste opptining ble 
lysatene sentrifugert ved 10000 g i fem minutter, før supernatantene ble overført til nye 
rør og fryst ved -20C.  
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3. Resultater 
3.1 Påvirkning av aktivt legumain 
3.1.1 Direkte effekt av kostfiber på legumainaktivitet 
Forsøk ble gjort for å undersøke om kostfiber hadde en direkte effekt på legumains 
enzymatiske aktivitet. Dette ble gjort ved å sammenligne enzymaktiviteten i prøver med 
ca. 0,1 µg/ml renset bovint legumain med og uten 200 µg/ml kostfiber løst i 
legumainassaybuffer. I kontrollen ble legumain tilsatt legumainassaybuffer i samme 
volum som kostfiberløsningen. I tillegg ble dekstransulfat testet for mulig effekt på 
legumainaktivitet, som tidligere vist for cathepsin B [99]. Kostfibrenes individuelle 
effekt på legumainaktivitet ble beregnet ved å finne prosentvis endring i aktivitet i 
forhold til kontroll (Fig. 3.1). 
Figur 3.1: Legumainaktivitet (F/s, prosent av kontroll) av renset bovint legumain (0,1 µg/ml, kontroll) 
tilsatt 32 ulike kostfiber (se tabell 2.I) eller dekstransulfat med konsentrasjon på 200 µg/ml. n = 2-4 
triplikatmålinger. 
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Som vist i figur 3.1 hadde de fleste kostfiberne og dekstransulfat ingen direkte effekt på 
legumainaktiviteten, men det er noen kostfibre (F1, F8, F10, F11, F27 og F29) som 
viser moderat hemming av legumainaktivitet med 15-25 % (Tabell 3.1).  
Nummer Fibernavn Gjennomsnittsaktivitet (%) ± standardavvik 
F1 AX  (WUM-BS-LA-AIS) 79,8 ± 8,6 
F8 I-carrageenan viscarin 80,5 ± 5,1 
F10 NTH-LAMDA 75,5 ± 4,0 
F11 Loppefrøekstrakt Nofima 78,6 ± 4,1 
F27 PolyM urensa 82,3 ± 5,7 
F29 Na
+
-alginat 76,8 ± 2,8 
Tabell 3.1: Oppsummering av kostfibre med størst direkte hemmende effekt på legumainaktiviteten (F/s) 
i forhold til kontroll etter tilsetning av 200 µg/ml kostfiber til  0,1 µg/ml renset bovint legumain. n = 2-4 
triplikatmålinger. 
 
3.1.2 Kostfibers effekt på cystatin E/M-inhibisjon av legumain 
Det var videre interessant å undersøke om kostfibre hadde effekt på den endogene 
inhibitoren cystatin E/M sin evne til å hemme aktiviteten av legumain. I disse forsøkene 
ble det brukt kondisjonert cellemedium fra transfekterte HEK 293 celler, hvor cellene 
var transfektert med plasmidvektor som kodet for og ga overutrykk og sekresjon av 
cystatin E/M. Dette cystatin E/M-kondisjonerte cellemediet omtales videre kun som 
cystatin E/M. Som kontroll ble det brukt kondisjonert cellemedium fra HEK 293 celler 
som var transfektert med tom vektor (kontrollmedium, se under). Renset bovint 
legumain ble tilsatt både kostfiber og cystatin E/M og sammenlignet med legumain kun 
tilsatt kostfiber og kontrollmedium (Fig. 3.2). Negativ kontroll var legumain uten 
verken kostfiber eller cystatin E/M, og positiv kontroll var legumain bare med cystatin 
E/M. Prøvene besto av 200 µg/ml kostfiber i legumainassaybuffer, 1 % cystatin E/M 
fortynnet i legumainassaybuffer og 24 ng/ml renset bovint legumain. I enzymkontrollen 
ble 1 % kontrollmedium anvendt i stedet for cystatin E/M-medium, mens kostfiber ble 
erstattet med 10 % legumainassaybuffer i positiv kontroll. I negativ kontroll ble cystatin 
E/M erstattet med kontrollmedium og kostfiber ble erstattet med legumainassaybuffer. 
Effektene på legumainaktiviteten er vist i prosent av enzymkontroll og verdiene for 
positiv kontroll er vist i prosent av negativ kontroll (Fig. 3.2). 
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Figur 3.2: Legumainaktivitet (F/s) for renset bovint legumain (24 ng/ml) tilsatt 200 µg/ml kostfiber (se 
tabell 2.I) eller dekstransulfat og 1 % cystatin E/M-kondisjonert medium. Positiv kontroll er 
enzymaktivitet av legumain i nærvær av kun  cystatin E/M-medium i prosent av negativ kontroll uten 
hemmeren. Enzymaktivitet i prøve 1-32 og dekstransulfat er beregnet i prosent av kontroll uten cystatin 
E/M, men med tilsatt kostfiber. n = 1-3 triplikatmålinger. 
Som resultatene viser (figur 3.2) var det flere av kostfiberne (fiber F11, F15, F24 
og F25) som ga økt hemming av legumainaktivitet enn med cystatin E/M alene. De 
fleste fibrene ga 60-66 % hemming, i forhold til 54 % hemming med cystatin E/M 
alene. Beta-(1,3)/(1,4)-glukan fra bygg (F24) ga størst tilleggseffekt (12 %) med 
totalt 66 % hemming av legumain. Enkelte av kostfibrene ga ingen endring i 
cystatin E/M sin evne til å hemme legumain (F4, F21, F26 og F31), mens andre 
fibre (F6, F10, F32 og F33) førte til mindre hemming av enzymaktiviteten enn med 
cystatin E/M alene. Lambda-karrageenan fra Chondrus cripus (F10) førte til at 
legumainaktiviteten kun ble hemmet med 41 %, mens kappa-karrageenan behandlet 
med K-ase (F6) ga hemming på 44 %. Dette betyr at cystatin E/M sin effekt på 
legumain ble redusert med henholdsvis 13 (F10) og 10 % (F6). Kostfibrene som ga 
minst hemming av legumain hadde de største standardavvikene, men 
standardavvikene var likevel ikke så store at de utgjør hele differansen i 
gjennomsnittlig hemming mellom fiberprøve og positiv kontroll. 
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3.2 Autoaktivering av prolegumain 
3.2.1 Effekten av pH på autoaktivering 
Etter surgjøring (pH=4,0), ble kondisjonert medium med høyt innhold av prolegumain 
inkubert ved 37C i 24 timer. Autoaktiveringen av prolegumain var målbar etter 1 time 
og maksimal etter 4 timer. Tilsetning av dekstransulfat (25 g/ml) førte til en total 
hemming av autoaktiveringen av legumain (Fig 3.3).  
 
Figur 3.3: Kondisjonert medium med høyt innhold av prolegumain ble surgjort (pH=4,0) og inkubert 
ved 37C.  Legumainaktivitet (F/s) i inkubatet ble målt etter 0, 0,5, 1, 2, 4, 6 og 24 timer. Figuren 
viser kontroll uten tilsetninger, og et inkubat tilsatt dekstransulfat (25 µg/ml). n = 1. 
3.2.2 Kostfibers effekt på autoaktivering 
I tilsvarende forsøk som over ble det undersøkt om kostfiber påvirker autoaktiveringen 
av prolegumain til aktivt legumain. Prøver med prolegumain ble tilsatt kostfiber (200 
µg/ml) og inkubert ved 37C i 24 timer.   
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Figur 3.4: Kondisjonert medium med høyt innhold av prolegumain ble surgjort (pH=4,0) og inkubert ved 
37C.  Legumainaktivitet (F/s) ble målt i inkubatet etter 4 og 24 timer. Figuren viser legumainaktivitet 
(F/s) for kontroll uten tilsetninger, dekstransulfat (25 µg/ml) og prøver med kostfiber (200 µg/ml, se 
tabell 2.1). F14 EDTA behandlet med EDTA for å fjerne eventuelt kompleksbundet kalsium. Figurviser 
legumainaktivitet målt etter 4 timers inkubering . n = 1. 
Som vist i figur 3.4 forårsaker de fleste av kostfibrene en stimulert autoaktivering av 
prolegumain etter 4 timer inkubering. De samme inkubatene ble også målt etter 24 
timer, men viste da generelt noe lavere aktivitet (resultater ikke vist). Kostfibrene med 
størst evne til å stimulere autoaktiveringen var pektin K
+
-salt fra sitrusskall med 34 % 
forestringsgrad (F15), urensa polyM-alginat (F27) og rensa polyM-alginat (F28), 
Tilsetting av kostfiber F28, som var mest aktiv, resulterte i en 10 gangers økning i 
autoaktivering av prolegumain i forhold til kontrollinkubatet. Noen kostfibre var uten 
effekt på autoaktiveringen (F2, F8, F16, F24 og F25), mens pektin fra grønnkål (F3) så 
ut til å hemme autoaktiveringen på samme måte som dekstransulfat. Det ble også 
undersøkt om pH i inkubatet endres ved tilsetting av kostfiber. Ved tilsetting av 
kostfiber F29 (200 µg/ml) til sur buffer, ble pH redusert fra 4,13 til 4,02, noe som er en 
svært liten forskjell. 
Det ble videre utført Western blotting av de samme inkubatene (figur 3.5). 
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Figur 3.5A-C: Western blot fra forsøk der kondisjonert medium med høyt innhold av prolegumain ble 
surgjort (pH=4,0) og inkubert ved 37C. Negativ kontroll uten tilsetninger, dekstransulfat (25 µg/ml) og 
prøve med kostfiber (200 µg/ml; se tabell 2.1). FK = før kolonne, NK = negativ kontroll, D = 
dekstransulfat, R = rekombinant legumain, F14* = F14 behandlet med EDTA for å fjerne kompleksbundet 
Ca
2+
. 
Blottene 3.5A-C viser en stor variasjon mellom mengden aktiv legumain (46 kDa) og 
prolegumain (56 kDa) i de ulike prøvene, og det var visuelt samsvar mellom 
legumainaktivitet (figur 3.4) og intensitet av 46 kDa-båndet versus 56 kDa. 
Western blottene ble videre kvantifisert. 
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Figur 3.6A-C: Western blot fra forsøk der kondisjonert medium med høyt innhold av prolegumain ble 
surgjort (pH=4,0) og inkubert ved 37C. Negativ kontroll uten tilsetninger, positiv kontroll med 25 µg/ml 
dekstransulfat og prøve med 200 µg/ml kostfiber (se tabell 2.1). NK = negativ kontroll, PK = positiv 
kontroll, F14* = F14 behandlet med EDTA for å fjerne kompleksbundet Ca
2+
. 
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Kvantifiseringen av Western blottene (figur 3.6) viste stor variasjon i mengden aktivt 
legumain og prolegumain mellom de ulike prøvene. Den generelle tendensen var at den 
totale mengde legumain ble redusert over tid, og at mer og mer prolegumain ble 
omdannet til aktivt legumain.  
3.2.3 Tids- og doserespons 
Formålet med tids- og doseresponsforsøket var å finne tidsrespons og doserespons for 
kostfibers evne til å påvirke autoaktivering av prolegumain. Fibrene som ble benyttet i 
forsøket var pektin fra grønnkål (F3), iota-karrageenan (F8), pektin K
+
-salt fra 
sitrusskall med 34 % forestringsgrad (F15), galaktomannan fra guarkjernemel (F23), 
rensa polyM-alginat (F28) og Na
+
-alginat fra brunalge (F29). Disse fibrene ble valgt på 
grunn av deres effekt på autoaktiveringen av prolegumain, der kostfiber F3 reduserte 
autoaktivering, kostfiber F8 og F23 påvirket autoaktivering i liten grad og kostfiber 
F15, F28 og F29 økte autoaktivering til opptil det tidobbelte. Første mål var å finne 
tidspunktet der autoaktiveringen av prolegumain var høyest. Prøver med prolegumain i 
sur buffer ble tilsatt kostfiber (200 µg/ml) og inkubert ved 37C i 24 timer.  
 
Figur 3.7: Kondisjonert medium med høyt innhold av prolegumain ble surgjort (pH=4,0) og inkubert ved 
37C.  Legumainaktivitet (F/s) ble målt i inkubatet etter 0, 0,5, 1, 2, 4, 6 og 24 timer. Figuren viser 
legumainaktivitet (F/s) for negativ kontroll uten tilsetninger og prøve med 200 µg/ml kostfiber (F3, F8, 
F15, F23, F28 og F29; Tabell 2.1). n = 1. 
Resultater 52 
Som vist i figur 3.7 ga pektin K
+
 salt fra sitrusskall med 34 % forestringsgrad (F15), 
rensa polyM-alginat (F28) og Na
+
-alginat fra brunalge (F29) en mangedoblet økning i 
legumainaktiviteten i forhold til kontroll. Maksimal aktivitet ble sett etter 2 timer. 
Videre ble det gjort forsøk for å finne doserespons av kostfiber 2 timer etter at 
prolegumain ble ekstrahert til sur buffer. Det ble brukt seks konsentrasjoner av 
kostfibrene (200, 100, 50, 25, 12,5 og 6,25 µg/ml).  
 
Figur 3.8: Kondisjonert medium med høyt innhold av prolegumain ble surgjort (pH=4,0) og inkubert ved 
37C. Figuren viser legumainaktivitet (F/s) i prosent av kontroll ved aktivering av pro-legumain etter 2 
timer under påvirking av kostfiber (F3, F8, F15, F23, F28 og F29; Tabell 2.1) med konsentrasjon 200, 
100, 50, 25, 12,5 og 6,25 µg/ml. n = 1. 
Figur 3.8 bekreftet kostfiber F15, F28 og F29’s sterke økning av legumainaktivitet i 
forhold til kontroll. Maksimal aktivitet ble oppnådd ved en konsentrasjon på 100 µg/ml. 
Det ble fra alle inkubatene også tatt ut prøver til Western blotting (figur 3.9) og blottene 
ble kvantifisert (figur 3.10). 
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Figur 3.9: Western blot fra forsøk der kondisjonert medium 
med høyt innhold av prolegumain ble surgjort (pH=4,0) og 
inkubert ved 37C. Prøver med kostfiber (F15 (12,5, 25, 50, 
100 og 200 µg/ml og F28 (12,5, 100 og 200 µg/ml; Tabell 
2.1) etter 2 timers inkubering. R = rekombinant legumain..  
Western blot fra doseresponsforsøk ble kvantifisert. 
 Figur 3.10: Western blot fra doseresponsforsøk der kondisjonert medium med høyt innhold av 
prolegumain ble surgjort (pH=4,0) og inkubert ved 37C. Figuren viser prolegumain under påvirkning 
av kostfiber (12,5, 25, 50, 100 og 200 µg/ml; Tabell 2.1) med ulik konsentrasjon etter 2 timer. 
Ved lave konsentrasjoner av kostfiber F15 var det meste av legumain på proformen. 
Andel aktivert legumain økte med konsentrasjonen av kostfiber. Denne effekten var 
ikke like tydelig for kostfiber F28, der det var mindre forskjell mellom aktiveringen av 
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prolegumain for de ulike konsentrasjonene. Dette var i samsvar med resultatene fra 
legumainaktivitetsmålingen (figur 3.8). 
3.3 Aktivering av pro-MMP-2 
3.3.1 APMA-aktivering av pro-MMP-2 
APMA (4-aminofenylkvikksølvacetat) er en kjent pro-MMP-2-aktivator [100], og i 
dette forsøket ble det undersøkt om APMA førte til at ulike konsentrasjoner med 
pro-MMP-2 ble aktivert. Pro-MMP-2 ble løst i en buffer (50 mM Tris, 10 mM CaCl2, 
150 mM NaCl og   0,05 % BRIJ 35) og fortynnet til en bruksløsning på 1000 ng/ml. 
APMA (10 mg/ml) ble løst i DMSO. Prøver med ulik konsentrasjon Pro-MMP-2 og 1 
mM APMA ble sammenlignet med kontroller med kun ulike konsentrasjoner pro-
MMP-2 etter inkubering ved 37C i 1 time. Konsentrasjonene som ble anvendt i 
forsøket var 500, 200, 100, 50, 20 og 10 ng/ml pro-MMP-2. Bruksløsningen av pro-
MMP-2 ble fortynnet i zymografi samplebuffer til de riktige konsentrasjonene. Prøvene 
ble analysert ved zymografi (figur 3.11) og zymogrammet ble kvantifisert (figur 3.12). 
 
 
               - APMA                     + APMA 
  500  200 100   50    20    10    100  50 
 
Figur 3.11: Zymogram fra forsøk med 500, 200, 
100, 50, 20 og 10 ng/ml pro-MMP-2 med eller uten 
APMA (1 mM). 
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Figur 3.12: Kvantifisering av zymogram fra forsøk med pro-MMP-2 (500, 200, 
100, 50, 20 og 10 ng/ml) med eller uten 1 mM APMA. 
I følge figur 3.12 var det tydelig at mengden MMP-2 sank gradvis og i samsvar med 
fortynning av pro-MMP-2. Et unntak var ved 200 ng/ml, der aktivt MMP-2 oversteg 
verdien for pro-MMP-2. Prøvene som inneholdt APMA hadde en generelt lavere 
konsentrasjon av MMP-2. Disse hadde heller ingen stor forskjell mellom proform og 
aktiv form av MMP-2, og det tydet på at APMA ikke hadde aktivert pro-MMP-2 i 
særlig stor grad. 
3.3.2 APMA- og legumainindusert aktivering av pro-MMP-2 
I dette forsøket var formålet å finne hvilket tidspunkt (10 minutter, 1, 2, 4 og 24 timer) 
APMA og aktivt legumain aktiverer Pro-MMP-2 til aktiv MMP-2. Pro-MMP-2 (100 
ng/ml) ble tilsatt enten  APMA (1 mM) eller renset bovint legumain (1 µg/ml). Prøvene 
med APMA ble fortynnet i oppløsningsbuffer, mens prøvene med legumain ble 
fortynnet i legumainassaybuffer. Kontrollen for pro-MMP-2 med APMA var DMSO (6 
%) og kontrollen for pro-MMP-2 med renset bovint legumain var legumainassaybuffer 
(erstattet oppløsningsbuffer). Prøver og kontroller ble deretter inkubert i 24 timer ved 
37C.  
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Figur 3.13A og B: Zymogrammer fra forsøk med pro-MMP-2 (100 ng/ml) behandlet med APMA (1 mM) 
eller renset bovint legumain (1 µg/ml) ved 0-24 timers inkubering ved 37C.  
A        
 
B 
 
Figur 3.14: Kvantifisering av zymogrammer fra forsøk med proMMP-2 (100 ng/ml) behandlet med 1 mM 
APMA (A) eller 1 µg/ml renset bovint legumain (B). Prøvene tatt ut etter 0, 10 min (10’), 1, 2, 4 og 24 
timers  timers inkubering ved 37C. 
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I følge figur 3.14A førte en inkuberingstid på 4 timer med APMA til størst mengde 
aktiv MMP-2. Den generelle trenden var at mengden pro-MMP-2 ble redusert over tid, 
mens mengden aktiv MMP-2 økte. Først etter 24 timers inkubering var mengden pro-
MMP-2 ikke-detekterbar ved zymografi. I følge figur 3.14B ga en inkuberingstid på 1 
time med legumain høyest mengde aktiv MMP-2. Etter 24 timers inkubering med aktivt 
bovint legumain var mengdene for både pro-MMP-2 og aktiv MMP-2 svært små. 
Grunnen til at APMA fungerte i dette forsøket, men ikke i det forrige, var at prøvene ble 
fortynnet i zymografi samplebuffer i forrige forsøk. Ved fortynning med 
oppløsningsbuffer fungerte APMA som beskrevet i litteraturen.  
3.4 Stimulering av THP-1-celler med kostfiber 
For å videre undersøke om kostfiber har effekt på hele celler, ble THP-1-celler stimulert 
med kostfiber og cellenes intracellulære legumainaktivitet ble studert. Cellene ble 
dyrket serumfritt, men tilsatt serumerstatning (Nutridoma, 5 % i inkubatet). Cellene ble 
stimulert med kostfiber (100 µg/ml i legumainassaybuffer, kostfiber F1 , F4, F8 og F29; 
Tabell 2.1), høstet etter 0, 3, 6 og 10 dager og legumainaktivitet ble målt i cellelysatet. 
Kontrollene var ustimulerte THP-1-celler, THP-1-celler tilsatt legumainassaybuffer 
(1:20 i inkubatet) og THP-1-celler tilsatt TNF- (5 ng/ml) og legumainassaybuffer 
(1:20 i inkubatet). TNF- fører til aktivering av monocyttene slik at cellene 
differensieres til adherente makrofager. Målingene av legumainaktiviteten i alle 
cellelysatene var under deteksjonsnivå. Variasjonskoeffisienten mellom 
triplikatmålingene var svært høy, på samme måte som for blank. Det ble videre forsøkt 
å redusere antall celler ved utsåing (250.000 per brønn) og alle cellene fikk tilsatt TNF-
 (5 ng/ml) slik at cellene skulle differensiere til makrofager. Cellene ble stimulert med 
kostfiber (100 µg/ml i legumainassaybuffer, kostfiber F1, F4, F8 og F29; Tabell 2.1) og 
høstet ved 0, 3, 6 og 10 dager. Cellelysatene ble videre analysert for legumainaktivitet. 
Resultatene fra legumainassay viste også her svært lav legumainaktivitet. Deretter ble 
THP-1-cellene stimulert med kostfiber løst i 0,9 % NaCl (100 µg/ml, kostfiber F7, F10, 
F11, F15 og F29; Tabell 2.1). Kontrollen ble tilsatt 0,9 % NaCl (1:20 i inkubatet). Alle 
cellene ble stimulert med 12-O-tetradekanoylforbol 13-acetat (PMA) (40 ng/ml), som er 
en monocyttaktivator som differensierer cellene til å bli adherente makrofager. Cellene 
ble dyrket med medium med FBS. Etter et døgn ble PMA og medium med FBS vasket 
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bort og cellene fikk tilsatt serumfritt medium med Nutridoma (5 % i inkubatet) og 
kostfiber og cellene høstet etter ytterligere 3 dager. Cellelysatene og cellemediene ble 
videre henholdsvis analysert ved hjelp av legumainassay (figur 3.15) og zymografi 
(figur 3.16) for å undersøke eventuell legumainaktivitet og gelatinaseaktivitet 
(MMP’er), og zymogrammene ble kvantifisert (figur 3.17).  
 
Figur 3.15: Legumainaktivitet (F/s) ble målt i 
cellelysater fra THP-1 celler tilsatt PMA (40 
ng/ml) for å så bli inkubert i serumfritt medium 
med 100 µg/ml kostfiber i 0,9 % NaCl i to 
dager.  
Legumainassay (figur 3.15) viste lite forskjell mellom kontroll og de forskjellige 
kostfibrene med hensyn på legumainaktivitet.  
 
A          B 
                  1:20                 1:40                             1:40                     1:80            
  K   F7  F10  F11  F15  F29  K  F3  F10      F11 F15 F29  K  F7 F10 F11 F15 F29 
  
Figur 3.15A og B: Zymogram av serumfritt kondisjonert medium fra THP-1-celler behandlet med PMA 
(40 ng/ml) og kostfiber (100 µg/ml i 0,9 % NaCl). Kondisjonert medium høstet etter 10 dagers inkubering 
ved 37C. Prøver fortynnet 1:20, 1:40 og 1:80 i zymografi samplebuffer. K = kontroll (0,9 % NaCl).       
n = 1.  
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A            B 
  
Figur 3.16A og B: Kvanifisering av zymogran med prøver fra serumfritt kondisjonert medium fra THP-
1-celler behandlet med PMA (40 ng/ml), og kostfiber (100 µg/ml). Kontroll er behandlet med 0,9 % NaCl 
(5 %).  
Kvantifiseringen viste at det ikke var noen stor forskjell mellom kostfiberne. Ved 
fortynning 1:20 hadde kostfiber F3, F10 og F29 like stor gelatinaseaktivitet som 
kontroll, mens kostfiber F11 og F15 hadde en større gelatinaseaktivitet. Ved fortynning 
1:40 ble prøvene delt opp på to ulike zymografigeler. Kostfiber F11, F15 og F29 hadde 
generelt en høyere gelatinaseaktivitet enn kontroll og kostfiber F3 og F10, noe som kan 
komme av forskjeller fra gel til gel. Ved fortynning 1:80 hadde kostfiber F15 og F29 en 
større gelatinaseaktivitet enn kontroll og kostfiber F3, F10 og F11. 
3.5 Stimulering av HCT116-celler med kostfiber 
Første forsøk med HCT116-celler ble gjort for å undersøke om kostfiber ville endre 
mengden legumain i kondisjonert medium og cellelysat. Det ble valgt fem kostfibre løst 
i 0,9 % NaCl (100 µg/ml, kostfiber F3, F15, F23, F28 og F29; Tabell 2.1). Kontrollen 
var 0,9 % NaCl (1:20 i inkubatet). Det ble først sådd ut 0,5 millioner celler per 2 ml 
medium med FBS per brønn i 6-brønners brett. Dagen etter ble mediet byttet til 
serumfritt medium og kostfiber og 0,9 % NaCl ble tilsatt. To dager etter ble cellene 
høstet. Cellelysater ble analysert med legumainassay.  
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Figur 3.17: Legumainaktivitet (F/s per µg totalprotein i prosent av 
kontroll) målt i cellelysat av HCT116-celler under påvirkning av 
kostfiber (100 µg/ml, fiber F3, F15, F23, F28 og F29; Tabell 2.1) i 2 
døgn. n = 2. 
Figur 3.17 viste at de ulike fiberne hadde liten evne til å påvirke intracellulær 
legumainaktivitet. Kostfiber F29 hadde en noe høyere gjennomsnittlig aktivitet enn de 
andre kostfibrene, men her var også standardavviket størst. 
3.6 HCT116-cellers evne til å ta opp pro-MMP-2 
Pro-MMP-2 ble tilsatt i mediet for å se om HCT116-celler kan ta opp pro-MMP-2 og 
om kostfiber kan påvirke denne prosessen. I tillegg ble det undersøkt om kostfiber kan 
aktivere pro-MMP-2 i mediet. Det ble valgt fem kostfibre (200 µg/ml, kostfiber F3, 
F15, F23, F28 og F29; Tabell 2.1) Kontrollen var 0,9 % NaCl (1:10 i inkubatet). I 
tillegg ble det tilsatt pro-MMP-2 (100 ng/ml) i hver brønn. Cellene ble høstet to dager 
senere og cellelysat og kondisjonert medium ble undersøkt ved zymografi (figur 3.18). 
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    K    F3   F15  F23  F28  F29    
  
Figur 3.18: Zymogram av kondisjonert 
medium fra HCT116-celler tilsatt  pro-
MMP-2 (100 ng/ml)og kostfiber (200 
µg/ml) Medium høstet etter to dagers 
inkubering ved 37C. n = 1. 
Gelbåndene ble kvantifisert og mengden aktivt MMP-2 ble beregnet ut i fra total 
mengde MMP-2.  
 
Figur 3.19: kvantifisering av zymogram med cellemedium fra 
forsøk på HCT116-celler tilsatt pro-MMP-2 (100 ng/ml) og 
kostfiber (200 µg/ml; tabell 2.1). Kondisjonert medium høstet etter 
to dagers inkubering. 
Pektin fra grønnkål (F3), pektin fra sitrusskall med 34 % forestringsgrad (F15) og 
galaktomannan fra guarkjernemel (F23) hadde en større mengde aktiv MMP-2 i forhold 
til total mengde MMP-2 enn kontroll og rensa polyM-alginat (F28) og Na
+
-alginat fra 
brunalge (F29) (figur 3.19). Cellelysatene viste ingen gelatinaseaktivitet (ikke vist). 
Deretter ble cellene sådd ut i 1 ml medium med FBS per brønn dagen før kontroll, 
kostfiber og pro-MMP-2 ble tilsatt. Dette for å sikre at cellene var i vekstfase under 
forsøket. Utenom dette ble den samme prosedyren fra foregående forsøk fulgt. 
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Zymografi ble utført (figur 3.20) og zymogram ble kvantifisert og mengde aktivt  
MMP-2 ble beregnet i forhold til total mengde MMP-2 (figur 3.21).  
    K    F3   F15  F23 F28 F29   
 
Figur 3.20: Zymogram med kondisjonert medium fra 
HCT116-celler tilsatt pro-MMP-2 (100 ng/ml) og 
kostfiber (200 µg/ml) dagen etter utsåing og høstet etter 
to dagers inkubering. 
Zymogrammet ble videre kvantifisert 
 
Figur 3.21: Kvantifisering av zymogram med kondisjonert medium fra HCT116-celler tilsatt 
pro-MMP-2 (100 ng/ml) og kostfiber (200 µg/ml) dagen etter utsåing og høstet etter to dagers 
inkubering. 
Kvantifisering av zymogrammet (figur 3.20) med prøver fra kondisjonert medium viste 
at det var svært liten differanse i mengde aktivt MMP-2 i forhold til total mengde 
MMP-2 mellom kontroll og kostfiberprøvene (3.21). Cellelysatene ga ingen 
gelatinaseaktivitet (ikke vist). 
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4. Diskusjon 
4.1 Påvirkning av aktivt legumain 
4.1.1 Direkte effekt av kostfiber på legumainaktivitet 
Kostfibers effekt på proteolytiske enzymer er et lite undersøkt forskningsområde, noe 
som gjør det svært aktuelt å undersøke med tanke på deres rolle i utviklingen av kreft. 
Det var derfor interessant å se om kostfiber hadde direkte effekt på legumain. De fleste 
av kostfibrene ga ingen stor effekt på aktivt legumain, men noen av dem ga en liten til 
moderat hemming i forhold til kontroll.  
Hemicellulose ga en varierende effekt på legumainaktiviteten. Arabinoxylan fra bygg 
viste en moderat hemming (20 %), mens arabinoxylan fra hvete ga ingen effekt. 
Heteroxylan fra loppefrø ga også moderat hemming (21 %), mens galaktomannan fra 
guarkjernemel ga ingen effekt.  
Pektiner ga generelt lite effekt på legumainaktiviteten, og rhamnagalakturonan-I fra 
loppefrø ga den største hemmingen av pektinene (10 %). Det var ellers lite forskjell i 
hemming av legumain mellom pektiner fra ulike pektinkilder og ulike grader av 
prosessering, forestring og amidering.  
De ulike typene karrageenan ga ulik effekt. Iota-karrageenan ga et uklart bilde der en 
type hemmet legumainaktivitet med 20 %, mens en annen ikke påvirket 
legumainaktiviteten i det hele tatt. Lambda-karrageenan ga den sterkeste hemmingen av 
legumainaktivitet med 25 %, mens kappa-karrageenaner og furcellaran ga en mer 
moderat hemming. Ut i fra dette tyder det på at lambda-karrageenan hemmer legumain 
mest.  
Lite tydet på at beta-(1,3)/(1,4)-glukaner påvirket legumainaktiviten, siden prøver med 
disse kostfibrene førte til omtrent samme legumainaktivitet som kontroll. Det var heller 
ikke noe som tydet på at beta-(1,3)-glukan påvirket legumainaktiviteten direkte. 
Alginater påvirket legumainaktiviteten ulikt. Superrent polyM-alginat, som kun består 
av β-D-mannuronsyreenheter (M-enheter), ga en liten økning i legumainaktiviteten, 
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mens polyM-alginat, som også inneholdt noen α-L-guluronsyreenheter (G-enheter), ga 
en relativt sterk hemming av legumainaktiviteten. Natriumalginat, som består av en 
blanding av G- og M-enheter, ga en enda sterkere hemming (23 %) og ut i fra dette 
tyder det på at alginat som inneholder α-L-guluronsyreenheter hemmer legumain, mens 
renere alginat som hovedsakelig består av β-D-mannuronsyreenheter påvirker legumain 
i liten grad. Dette kan komme av at G-enheter gir endret konformasjon i 
polysakkaridkjeden. I stedet for at kjeden er rett, så vil G-enheter i kjedene medføre 
knekk i strukturen.  
Det kan tyde på at kostfiber kan hemme legumainaktivitet til en viss grad, noe som 
videre kan hemme aktiveringen av andre proteaser som for eksempel pro-MMP-2 ved 
kreft. Årsaken til hemmingen kan for eksempel være interaksjon mellom kostfiber og 
enzymets aktive sete, at kostfiber fører til sterisk hindring ved enzym-
substratinteraksjon, eller interaksjon mellom kostfiber og substrat. Dekstransulfat hadde 
ingen effekt på legumainaktivitet, og siden dekstransulfat er en syntetisk heparinanalog, 
kan det antas at GAG’er ikke har noen direkte effekt på legumainaktivitet. Om dette er 
tilfelle, kan ikke GAG’er sammenlignes med kostfiber i dette tilfellet (se 1.5). 
4.1.2 Kostfibers effekt på cystatin E/M-inhibisjon av legumain 
Kostfibers innvirkning på cystatiners hemmende effekt på cysteinproteaser er ikke 
studert. Cystatin E/M er kjent å hemme legumain reversibelt med en inhibisjonskonstant 
på 0,0016 nM [38]. I denne oppgaven viste cystatin E/M alene å hemme 
legumainaktiviteten med 54 %, mens tilsetting av de fleste av kostfibrene økte 
inhibisjonen av legumain.  
De ulike typene hemicellulose ga ulik effekt på hemmingen av legumain med cystatin 
E/M. Arabinoxylan påvirker hemmingen av legumainaktiviteten i liten grad, mens 
heteroxylan fra loppefrø ga en moderat økning i hemming av legumainaktiviteten (11 
%). Galaktomannan ga en mindre hemming av legumainaktiviteten. Ut i fra dette kan 
det tyde på at heteroxylan med mer variert og kompleks molekylstruktur påvirker 
interaksjonen mellom cystatin E/M og legumain i større grad enn arabinoxylaner og 
galaktomannaner. I tillegg inneholder heteroxylan uronsyrer, mens arabinoxylan og 
galaktomannan er helt nøytrale polysakkarider. 
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Uprosesserte pektiner med både homogalakturonan og rhanmogalakturonan ga 
varierende effekt på cystatin E/M-hemming av legumainaktivitet. Pektin fra rød 
grønnkål og vanlig grønnkål ga en lav økning i hemming, mens pektin fra hodekål 
påvirket ikke hemmingen av legumainaktiviteten. Grunnen til den varierende 
påvirkningen i cystatin E/M-hemming av legumain kan være de ulike sidekjedene i 
rhamnogalakturonan. Disse strukturforskjellene kan påvirke både kjemiske og 
biologiske egenskaper. Samtidig må det nevnes at pektin med høy andel 
rhamnogalakturonan ikke påvirket hemmingen. Prosessert pektin består hovedsakelig av 
homogalakturonan der sidekjedene i rhamnogalakturonandelene av molykelene har blitt 
fjernet i isoleringsprosessen. Variasjonen i forestringsgrad og amideringsgrad for de 
proseseerte pektinene tyder på at den varierende effekten på cystatin E/M kan tilskrives 
forestringsgraden. Pektin fra sitrusskall med en forestringsgrad på 34 % gir en moderat 
økt i hemming, mens pektin med høyere forestringsgrad gir mindre hemming. 
Amideringsgraden ga en mer uklar effekt. De tre ulike amiderte pektinene ga ganske 
ulike resultater. Delvis amidert pektin og pektinamid med forestringsgrad på 31 % og 
amideringsgrad på 18 % ga en moderat økning av hemmingen, mens delvis amidert 
pektin med forestringsgrad på 25 % og amideringsgrad på 18 % ga en mindre 
hemmingsreduksjon. Årsaken til dette kan være forskjeller i forestringsgrad eller 
amideringsgrad, men det kan også være variasjoner i forsøkene, som ulik 
inkuberingstid, unøyaktig pipettering eller ulik effekt av reduksjonsmiddel som er 
årsaken.  
Iota-karrageenaner ga en mindre til moderat økning i hemmingen av legumain, mens 
kappa-legumain ga en mindre til moderat reduksjon i hemmingen. Lambda-karrageenan 
var kostfiberen som ga størst hemmingsreduksjon (13 %), mens furcellaran, som er en 
lavsulfatert karrageenan, førte til en moderat økning i hemmingen av legumain-
aktiviteten. Karrageenaner er polysakkaridkjeder med ulike galaktanenheter med 
varierende grad av sulfatering og forekomst av anhydrogalaktose. Furcellaran har den 
laveste sulfateringsgraden, mens kappa-, iota- og lambda-karrageenan har en økende 
sulfateringsgrad. Ved høy sulfateringsgrad vil man også ha en lav forekomst av 
anhydrogalaktose. Alt dette kan medføre at de ulike typene karrageenan vil føre til ulike 
effekter på cystatin E/M’s hemming av legumain.  
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Beta-(1,3)/(1,4)-glukaner viser både økning og reduksjon i hemmingen av legumain. 
Grunnen til dette kan være forskjeller i forsøkene som for eksempel pipetteringsfeil, 
ulik inkuberingstid, ulik mengde reduksjonsmiddel og andre faktorer som kan føre til 
avvik i reaksjonsblandingen. En forskjell på over 20 % er ikke sannsynlig siden beta-
(1,3)/(1,4)-glukan ikke har sidekjeder som kan endre den biologiske effekten. Beta-
(1,3)-glukan ga en liten økning i cystatin E/M’s hemming av legumain.  
PolyM-alginat med få G-enheter ga 6-8 % økning i hemming av legumainaktiviteten, 
mens natriumalginat, med en mer tilfeldig distribusjon av både M- og G-enheter, ga 5 % 
reduksjon i hemming. Dette kan være på grunn av at polysakkaridkjedene har ulik 
struktur siden innslag av G-enheter gir endret konformasjon.  
4.2 Autoaktivering av prolegumain 
4.2.1 Effekten av pH på autoaktivering 
Prolegumain prosesseres til aktivt legumain ved hjelp av syrekatalysert autoaktivering. 
Da vil propeptidets C-terminal spaltes av og molekylvekten vil reduseres fra 56 kDa til 
46 kDa. In vivo vil legumain prosesseres videre til en molekyldvekt på 36 kDa, men 
dette er avhengig av andre proteolytiske enzymer [25]. I forsøk med prolegumain i 
buffer med pH 4,0 ble det observert at autoaktiveringen i prøven uten dekstransulfat 
økte raskt i løpet av den første timen etter bufferbytte med inkubering, og maksimal 
legumainaktivitet ble observert etter 4 timers inkubering. Denne raske spaltingen av 
prolegumain ved sur pH er i samsvar med studier gjort tidligere på autoaktiveringen av 
prolegumain [25]. Dekstransulfat viste kraftig hemming av den syrekatalyserte 
autoaktiveringen. Dette er en motsatt effekt enn forventet, siden studier har vist at 
dekstransulfat  induserer aktivering av cysteinproteasen procathepsin B [99].  
4.2.2 Kostfibers effekt på autoaktivering 
Det er tidligere gjort studier på glukosaminoglykaner (GAG’er) og aktiveringen av 
proenzymer som procathepsiner og pro-MMP’er [86-91]. Dekstransulfat er en syntetisk 
analog av GAG’en heparin. For å se om GAG’ers effekt på autoaktiveringen av 
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prolegumain er sammenlignbar med ulike kostfibers effekt, så er dekstransulfat 
inkludert i denne oppgaven. 
Prolegumain ble etter bufferbytte (pH=4,0) tilsatt kostfiber og sammenlignet med 
kontroll og dekstransulfat. Resultatene viste stor variasjon mellom kostfibrene. De fleste 
av kostfibrene ga større autoaktivering enn i kontrollen, noe som tyder på at 
autoaktiveringen ble påvirket av kostfibrene.  
Prøvene med arabinoxylan ga en moderat reduksjon i autoaktiveringen i forhold til 
kontroll, noe som tyder på at arabinoxylan kan føre til en svak hemming av 
autoaktivering. Heteroxylan førte til en femdobling av autoaktiveringen,  mens 
galaktomannan ikke påvirket autoaktiveringen i det hele tatt. Grunnen til de store 
variasjonene i aktivitet, kan være strukturelle forskjeller som sidekjeder. Heteroxylaner 
har en mer kompleks struktur enn arabinoxylaner og galaktomannaner. Heteroxylaner 
inneholder blant annet uronsyrer, noe som påvirker polymerens syre-/baseegenskaper. 
Dette kan videre føre til ulik kjemisk og biologisk aktivitet.  
Uprosesserte pektiner førte til en generelt lav grad av autoaktivering. Pektin fra 
grønnkål og hodekål førte til henholdsvis 70 og 47 % reduksjon av autoaktiveringen 
etter 4 timers inkubasjon, mens rødkål førte til en økning av autoaktivering på 5 % i 
forhold til kontroll. Grunnen til denne variasjonen kan være at uprosessert pektin er en 
heterogen gruppe kostfiber, der det kan forekomme mange ulike sidekjeder og ulik grad 
av forestring og kompleksbinding med for eksempel kalsium.  
Prosessert pektin ga en veldig varierende respons. Pektin fra sitrusskall med en 
forestringsgrad på 63-66 % og 89 % ga en moderat reduksjon av autoaktivering, mens 
pektin fra sitrusskall med en forestringsgrad på 34 % ga en kraftig økning av 
autoaktivering. En annen pektin med forestringsgrad på 65 % ga også en kraftig økning 
av autoaktivering. Dette tyder på at det ikke er forestringsgraden som forårsaker 
forskjellene. Pektinet med forestringsgrad på 63-66 % ble renset med EDTA for å 
undersøke om kompleksbundne Ca
2+
 påvirket aktiviteten. Etter denne behandlingen 
økte autoaktiveringen til over det dobbelte, noe som tyder på at kompleksbinding 
hemmer interaksjonen mellom pektin og prolegumain. Det ble også observert at 
pektinene som ga lav autoaktivering etter 4 timer ga en mye høyere aktivitet etter 24 
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timers inkubasjon. Dette tyder på at de likevel aktiverer prolegumain, men at reaksjonen 
blir av en eller annen årsak forsinket.  
De to iota-karrageenanen som var inkludert i oppgaven første til svært forskjellig effekt 
på autoaktiveringen av prolegumain. En førte til en liten reduksjon mens den andre førte 
til en sjudobling av autoaktiveringen av prolegumain. Årsaken til denne forskjellen kan 
være at kostfiber F5, som har stor effekt på autoaktivering, er enzymbehandlet slik at 
molekylvekten er lavere enn for kostfiber F8. Kappa-karrageenanen førte til en moderat 
økning i autoaktiveringen, mens lambda-karrageenan og furcellaran førte til en høyere 
autoaktivering. Dette kan komme av strukturforskjeller mellom de forskjellige typene 
karrageenan som ulik molekylvekt, sulfateringsgrad og ulik mengde 
anhydrogalaktoseenheter. 
Beta-glukaner førte generelt til en redusert autoaktivering av prolegumain, noe som 
tyder på at de kan interagere med prolegumain og hindre spalting av det inaktive 
enzymet. 
Alginat har generelt en sterkt aktiverende effekt på prolegumain. Superren PolyM er 
kostfiberen som gir høyest legumainaktivitet og det tyder på at alginater som består av 
kjeder med kun M-enheter stimulerer autoaktivering i større grad enn alginater som 
også inneholder G-enheter. Dette kan være på grunn av at G-enheter har evne til å 
kompleksbinde Ca
2+
, noe som ikke forekommer i rene M-blokker.  
Det er tydelig at kostfiber har evne til å påvirke den syrekatalyserte autoaktiveringen av 
prolegumain. Hvilke egenskaper ved kostfibrene som fører til dette er uklart og dette 
kan være et aktuelt område for videre forskning, men det er kanskje noe fremtidige 
studier kan gi svar på. 
Western blottene bekrefter det som ble sett i resultatene fra legumainassay, men det er 
en mindre nøyaktig teknikk siden den ikke er kvantitativ og der det er mye som kan 
forstyrre resultatet. Kvantifiseringen av blottene ga resultater som umulig kan stemme 
(figur 3.6 A-C). Et eksempel på dette er kostfiber F5 (lavmolekylært iota-karragenan) 
der andelen prolegumain øker mens andelen aktivt legumain synker etter 24 timers 
inkubasjon. Dette er fysisk umulig siden autoaktiveringen av prolegumain er en 
irreversibel prosess. 
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Den aktive formen for legumain som dannes under autoaktivering er på 46 kDa. Ved 
Western blott av biologiske prøver ville man i stedet fått en aktiv legumainform på 36 
kDa. Dette kommer av at den endelige prosesseringen som vil skje in vivo er avhengig 
av andre lysosomale enzymer som for eksempel cathepsiner [25]. 
4.2.3 Tidsrespons- og doserespons 
Ved hjelp av tids- og doseresponsforsøk ble det bestemt optimal inkuberingstid og 
kostfiberkonsentrasjon for autoaktivering av prolegumain. Maksimal legumainaktivitet 
ble oppnådd etter 2 timers inkubering med kostfiber (100 µg/ml) ved 37ºC. Superren 
polyM var ikke uventet kostfiberen som ga høyest legumainaktivitet, siden denne 
kostfiberen førte til den største økningen i autoaktivering i foregående forsøk.  
Natriumalginat og pektin fra sitrus med forestringsgrad på 34 % også ga høy 
legumainaktivitet. Pektin fra grønnkål, iota-karrageenan (F8) og galaktomannan fra 
guarkjernemel ga en reduksjon i autoaktiveringen av prolegumain, noe som var ventet i 
forhold til resultater fra tidligere forsøk.  
Doserresponsstudien ble utført med 2 timers inkubering og seks ulike konsentrasjoner. 
Det viste seg at autoaktiveringen av prolegumain også skjedde ved lave 
kostfiberkonsentrasjoner, og ved tilsetting av 6,25 µg/ml kostfiber var mye prolegumain 
aktivert i prøven som var tilsatt polyM. Maksimal legumainaktivitet ble oppnådd ved 
tilsetting av 100 µg/ml fiber. At så lav dose som 6,25 µg/ml polyM førte til rask 
autoaktiveringen av prolegumain tyder på at kostfibre ikke trenger å være tilstede i høy 
konsentrasjon for å kunne øke autoaktiveringen av prolegumain. 
Western blotting bekreftet mye av det som ble sett ved legumainassay, men her ga 
pektin fra sitrusskall med forestringsgrad på 34 % høyest respons i forhold til 
proteinmengde. Dette er ikke helt i tråd med resultatene fra legumainassay, men 
Western blott er en mer unøyaktig analysemetode, noe som kan være årsaken til de 
ulike resultatene. 
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4.3 Aktivering av pro-MMP-2 
4.3.1 APMA-indusert aktivering av pro-MMP-2 
APMA er en substans som aktiverer pro-MMP-2 og andre matriks metalloproteaser ved 
å først endre pro-MMP’s konformasjon for så å binde seg til cystein [100]. Ved å 
undersøke ulike konsentrasjoner av pro-MMP-2, med og uten APMA, ble det klart at 
APMA ikke induserte aktivering av pro-MMP-2 i særlig grad etter en times inkubering 
ved 37ºC. I stedet ble gelatinaseaktiviten i prøvene med APMA generelt lavere, noe 
som tyder på at APMA kan ha en toksisk effekt på enzymet. Det kan også være at 
innholdsstoffer som SDS i zymografi-”sample” buffer interagerer med APMA og fører 
til redusert aktivering og generelt lavere gelatinaseaktivitet. SDS induserer også 
gelatinaseaktivitet i proformen av MMP, noe som gjør det mulig å se både aktiv form og 
proform i zymogrammet. Det ble også sett en høy andel av den aktive formen av MMP-
2 i prøvene uten APMA, og det tyder på at kommersielt pro-MMP-2 inneholder både 
aktiv form og proform.   
4.3.2 APMA- og legumainindusert aktivering av pro-MMP-2 
Pro-MMP-2 ble inkubert med APMA eller renset bovint legumain  i 0-24 timer ved 37 
ºC. Ved AMPA-indusert aktivering av MMP-2 ble andel pro-MMP-2 redusert over tid. 
Etter en times inkubasjon forelå det aller meste av MMP-2 på aktiv form, og andel aktiv 
form økte enda mer over tid. Etter 24 timers inkubasjon forelå all MMP-2 på aktiv form, 
men den totale gelatinaseaktiviteten var kraftig redusert i forhold til hva den var ved tid 
0 timer. 
Legumain er kjent for å kunne aktivere pro-MMP’er og det var et viktig moment med 
oppgaven å se om legumain kunne aktivere pro-MMP-2. Kvantifiseringen av 
zymogrammene viste at legumain forårsaket en moderat økning i andel aktiv MMP-2, 
men forskjellene mellom aktiv form og proform var mindre enn for APMA. Det kan 
være at legumain ikke aktiverer pro-MMP-2 i like stor grad som APMA, men det kan 
også være at legumainkonsentrasjonen var for lav.  
Diskusjon 71 
4.4 Stimulering av THP-1-celler med kostfiber 
Innledningsvis ble THP-1 monocytter tilsatt kostfiber løst i legumainassaybuffer.  Ved 
mikroskopi kunne man se at det hadde skjedd lite celledeling og verken kostfiber eller 
kontroll vistelegumainaktivitet i cellelysatene, selv etter 10 dagers inkubering. Det ble 
videre forsøkt å tilsette TNF- til alle cellene, slik at de skulle differensieres til 
makrofager. Heller ikke her ble det observert noe legumainaktivitet i cellelysatene. 
Årsaken til lite celledeling kan være at det ble tilsatt kostfiber løst i 
legumainassaybuffer i cellemediet. Legumainassaybufferen har pH 5,8 som er en mye 
lavere pH enn den optimale pH-verdien i cellemediet som brukes i forsøk med disse 
cellene (pH 7,4). I tillegg inneholder legumainassaybuffer detergenten CHAPS som kan 
interagere med cellemembranen og føre til lysering av celler og celledød. Derfor ble 
cellene også stimulert med kostfibere løst i 0,9 % NaCl. Ved mikroskopi ble det her 
observert økt celledeling, men verken kostfiber eller kontroll ga detekterbar 
legumainaktivitet i cellelysatene.  
THP-1 cellene ble videre PMA-stimulert i et døgn for å så bli tilsatt kostfibre og etter tre 
dager i serumfritt medium ble cellene høstet. PMA aktiverer monocytter til adherens og 
differensiering til makrofager. Cellelysatene viste lav legumainaktivitet, men liten 
forskjell mellom de ulike kostfibrene og kontroll. Kvantifiseringen av zymogram med 
prøver fra det kondisjonerte mediet viste at pektin fra sitrusskall, med 34 % 
forestringsgrad, og natriumalginat ga noe høyere gelatinaseaktivitet enn pektin fra 
grønnkål, lambda-karrageenan og heteroxylan som hadde en gelatinaseaktivitet på nivå 
med kontroll. Dette tyder på at pektin, med mye homogalakturonan og lav 
forestringsgrad, og alginat med både G- og M-enheter, kan føre til en økt 
gelatinaseaktivitet. 
4.5 Stimulering av HCT116-celler med kostfiber 
Cellelysater fra HCT116-celler som ble stimulert med pektin fra grønnkål, pektin fra 
sitrusskall med 34 % forestringsgrad, galaktomannan fra guarkjernemel, alginat med 
kun M-enheter og natriumalginat med både G- og M-enheter hadde ingen forskjell i 
legumainaktivitet mellom kontroll og kostfiber. Natriumalginat som ga liten økning i 
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legumainaktivitet i forhold til kontroll, men prøven med natriumalginat ga også det 
høyeste standardavviket, noe som kan være en årsak til aktivitetsøkningen. Det tyder på 
at det er mer legumain i HCT116-celler enn i THP-1-celler siden man oppnådde en 
detekterbar legumainaktivitet i cellelysatene, men kostfiber påvirket uansett denne 
aktiviteten i liten grad. Derfor tyder det på at kostfiber ikke kan påvirke intracellulær 
legumainaktivitet i HCT116-celler. 
4.6 HCT116-cellers evne til å ta opp pro-MMP-2 
Pro-MMP-2 og kostfiber ble tilsatt HCT116-celler som ble høstet to dager senere. 
Tidligere zymografiforsøk som er gjort på avdelingen har vist at HCT116 ikke uttrykker 
MMP-2, og dermed kan HCT116-celler tilsettes pro-MMP-2 for å undersøke opptak og 
aktivering  intra- og ekstracellulært. Zymogrammet for cellelysatene viste ingen 
gelatinaseaktivitet, slik at det tyder på at cellene ikke kunne ta opp pro-MMP-2. For det 
kondisjonerte mediet viste zymogrammet lite forskjell mellom kontroll og de ulike 
kostfiberne. Zymogrammene ble kvantifisert og pektin fra grønnkål, pektin fra 
sitrusskall med 34 % forestringsgrad og galaktomannan fra guarkjernemel ga en liten 
økning i gelatinaseaktivitet i forhold til kontroll, M-rikt alginat og natriumalginat. Dette 
kan være en tilfeldighet siden zymografi ikke er en nøyaktig metode og siden 
forskjellene var minimale.  
Forskjellene mellom kontrollen og kostfibrene ble enda mindre ved tilsetting av 
kostfiber en dag etter dyrking, og i dette tilfellet så det ut til at det var mer 
gelatinaseaktivitet for M-rikt alginat og natriumalginat. Cellelysatene ga heller ikke her 
noen gelatinaseaktivitet. Alt i alt tyder dette på at pro-MMP-2 ikke kan tas opp i cellene 
og at kostfiber ikke fører til aktivering av pro-MMP-2 i mediet.  
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5. Konklusjon 
I denne oppgaven ble det undersøkt om kostfiber kunne ha effekt på enzymer som er 
kjent for å være innblandet i patogenesen ved tynntarms- og endetarmskreft. Enkelte 
kostfiber førte til en redusert legumainaktivitet, blant andre natriumalginat og lambda-
karrageenan som førte til ca 25 % reduksjon i aktiviteten til renset bovint legumain. 
Dette må anses for å være en moderat hemming. Noen av kostfibrene ble testet bare to 
ganger, og det vil derfor være nødvendig med flere forsøk for å kunne konkludere om 
kostfibers direkte hemming av legumain er en reell effekt.  
Cystatin E/M er en cysteinproteasehemmer som hemmer legumain. Ved tilsetting av 
cystatin E/M med og uten kostfiber til prøver med renset bovint legumain ble det vist 
ulik effekt av fiberne til å påvirke cystatin E/M’s hemming av legumainaktivitet. Noen 
av kostfiberne, som beta-(1,3)/(1,4)-glukan fra bygg, ga økt hemming, mens andre 
kostfibre, som lambda-karrageenan fra Chondrus cripus, reduserte cystatin E/M’s effekt 
på legumain. Mange av kostfibrene ble bare testet en gang, og flere forsøk vil være 
nødvendig for å kunne komme med en konklusjon om kostfiber påvirker cystatin E/M. 
Prolegumain omdannes til den aktive formen for legumain ved syrekatalysert 
autoaktivering. Mange av kostfibrene ga en stor økning i autoaktiveringen av 
prolegumain, og da særlig alginat og prosessert pektin med lav forestringsgrad. Enkelte 
kostfibre, som pektin fra grønnkål, reduserte også autoaktiveringen. Med en tidobling av 
autoaktiveringen av legumain var dette det mest interessante funnet som ble gjort i 
oppgaven, og dette bør studeres nærmere. 
Ved celleforsøk med THP-1- og HCT116-celler ble det ikke funnet at kostfiber påvirker 
legumainaktiviteten nevneverdig i verken cellelysater eller kondisjonert medium. Det 
ble heller ikke funnet noen kostfiberindusert påvirkning av pro-MMP-2 i kondisjonert 
medium fra HCT116-celler, og det tyder heller ikke på at pro-MMP-2 tas opp i cellene.  
Alt tyder derfor på at hovedeffekten kostfiber kan ha på disse proteolytiske enzymene er 
autoaktiveringen av ekstracellulært prolegumain. Siden denne autoaktivering opphører 
ved pH over 5,8, blir in vivo-studier vanskelig å gjennomføre. 
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6. Veien videre 
Det viktigste å få avklart ved videre studier er kostfibrenes biotilgjengelighet. Det er 
uklart hvor mye kostfiber som tas opp fra tarm ved hjelp av M-celler, Peyerske plakk og 
lymfesystemet og da blir det vanskelig å vite hvilke kostfiberkonsentrasjoner som skal 
til for å få en reell effekt. 
Et annet aspekt som er viktig å få på plass er å finne ut hvilke pH-verdier man kan 
forvente i de sure mikrodomenene som kan finnes i områder rundt en kreftsvulst. 
Autoaktiveringen av prolegumain er syrekatalysert, og denne prosessen opphører ved 
pH over 5,8, så pH i sure mikrodomener bør være surere enn dette for at 
autoaktiveringen skal kunne skje i stor grad. 
Forsøkene må uansett utføres flere ganger for å se reproduserbarheten til de resultatene 
som er oppnådd. Resultatene på kostfibers direkte effekt på legumain og effekten på 
cystatin E/M bærer preg av en forholdsvis moderat effekt, og det er derfor nødvendig 
gjenta forsøkene for å beregne statistisk signifikans. 
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